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Carotinoide und Hormone im Sexualsystem. I. 
Von 
H. vy. Euler und E. Klussmann. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 5. April 1932.) 


DaB Sterilitat als eine Avitaminose angesehen werden kann und 
daB sie mit dem Mangel an fettléslichem Wachstumsfaktor zusammen- 
hangt, ist schon in den alteren Perioden der Vitaminforschung behauptet 
worden. Ohne auf diese Literatur einzugehen, seien nur aus dem 
Jahre 1924 zwei Ergebnisse erwahnt, nimlich der Befund von Koren- 
chewsky und Carr', daB die Befruchtung von Rattenweibchen nach 
vitaminarmer Fiitterung meist ganz ausblieb, und das Resultat von 
Sherman und Mc Leod?, daB fiir das Eintreten und die Aufrechterhaltung 
der Fortpflanzungsfahigkeit gréBere Vitamin-A-Mengen erforderlich 
sind als fiir das normale Wachstum. Aus neveren Arbeiten sei nur ein 
Zitat von Evans* erwahnt: ,,Inadequate vitamin A injures the female 
reproductive system so that fertilization and implantation often fail“. 

Vitamin-A-Mangel ruft jedenfalls eine Verzégerung ocer Unter- 
brechung der Eireifung und dann das Absterben des Eies hervor. 

Die Ursachen des gesteigerten Vitamin-A-Bedarfs fiir den normalen 
Verlauf der Sexualvorgange sind noch unerforscht. Es scheint uns 
naheliegend anzunehmen, daB die Einwirkung des Vitamins A und der 
damit zusammenhangenden Carotinvide zunichst die Sexualdriisen 
trifft und ihre Sekretion beeinfluBt. Eine Untersuchung iiber die 
Beziehungen zwischen den Sexualhormonen und Carotinoiden bzw. 
Vitamin A haben wir mit Studien am Corpus lutewm begonnen*, da das 
gemeinsame Vorkommen von Carotinoiden und Hormonen im Corpus 


* Korenchewsky u. Carr, Biochem. J. 18, 1308, 1924. 
2 Sherman u. McLeod, Proc. soc. exp. biol. a. med. 22, 75, 1924. 
% Evans, J. of biol. Chem. 77, 651, 1928. 
4 Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10. Bd., Nr. 20, 
1932 und 11. Bd. Nr. 1, 1932. 
Biochemisehe Zeitschrift Band 250. 1 


\\ 
Ly 








2 H. v. Euler u. E. Klussmann: 


luteum biochemische Wechselwirkungen vermuten |aBt, iiber welche 
aber bisher ebensowenig etwas Sicheres bekannt ist, wie tiber die Rolle 
der Carotinoide selbst im Corpus luteum. 

Nach Fraenkel! wire das Corpus luteum eine Driise mit innerer 
Sekretion, wogegen indessen Marshall in mehreren Arbeiten und in 
seiner ausgezeichneten Monographie: The Physiology of Reproduction 
(London 1922) schwerwiegende Griinde angefiihrt hat. 

, It is no evidence, that the corpus luteum governs the fixation of 
the embryo in any other than the indirect sense...‘ In this general 
sense it is probably true, that the luteal secretion assists in nourishing 
the embryo during the first stages of pregnancy .. .“‘ (Marshall, |. c. 
S. 370). 

In bezug auf den Farbstoff des Corpus luteum steht aber noch nicht 
einmal fest, ob dies wirklich eine von den spezifischen Driisenzellen pro- 
duzierte Substanz oder nur ein aus Blutextravasaten entstandenes, erst 
sekundar von den Zellen resorbiertes Pigment ist. 

Vermutlich hat man die Existenz eines genuinen intrazellular ent- 
standenen Driisenpigments anzunehmen. 

Es scheint auch friiheren Beobachtern aufgefallen zu sein, da Vitamin- 
mangel eine Verkiimmerung der Corpora lutea zur Folge hat, was mit 
unseren eigenen Erfahrungen iibereinstimmt. 

Kiihne* hat 1878 erwahnt, daB der Farbstoff des Corpus luteum dem 
Carotin sehr ahnlich ist. Die ersten exakten Angaben iiber das Pigment 
des Corpus luteum stammen von Wiéillstdtter und Esc/er*, welche fanden, 
daB es ein in Benzin leicht léslicher Kohlenwasserstoff ist. In einer spateren 
Arbeit erwies Escher (l.c.) die vollstandige CUbereinstimmung des Corpus 
luteum-Farbstoffs mit dem Carotin: aus 146 kg Ovarien gewann er 0,45 g 
Kohlenwasserstoff. 

Eine Bestatigung der Angaben von Escher findet man bei Hijmans 
van den Bergh*, und schlieBlich wies PR. Kuhn® nach, daB das Carotin ganz 
iiberwiegend in der f-Form vorliegt. 

Nachdem die allgemeine Wachstumswirkung des Carotins im 
Tierkérper erkannt ist, hat unsere Untersuchung in erster Linie der 
Frage gegolten, ob auch in den Corpora lutea bzw. rubra oder in sonstigen 
Teilen der Ovarien eine Umwandlung von Carotin in Vitamin A eintritt, 
wie dies nach Moore in der Leber der Fall zu sein scheint. Deswegen 
muBte die Extraktion der Corpora so vorgenommen werden, daB das 


' Fraenkel, Arch. f. Gynaik. 68, 1903; Fraenkel u. Cohn, Anat. Anz. 
20, 1901. 

* Kiihne, Unters. a. d. physiol. Inst. d. Univ. Heidelberg 1, 341, 1878; 
4, 169, 1882. 

8 Willstatter u. Escher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 214, 1912. 

* Hijmans van den Bergh, P. Muller u. J. Broekmeyer, diese Zeitschr. 
108, 279, 1920. 

5 Kuhn u. Smakula, Zeitschr. f. physiol. Chem. 197, 161, 1931. 








evel 
kon 


wur 
Nat! 
Nac 
stan 
mit 

wird 


Ban 
sind 
gewl 


Ova 
gest 
Ratt 
ZU, 1 
Mini 
Ube 
halt 
das 


verd 
zeigt 
gleic 
Folli 
um 3 
Einf 


zuru 


fluss 
Stof: 


keine 


beste 
hier, 
gang 
Einfl 
mit | 


Vern 


‘ 





\w 


i I i ae) 





Carotinoide und Hormone im Sexualsystem. I. 3 


eventuell darin vorhandene Vitamin A ebenfalls gewonnen werden 
konnte. 

Extraktion der Corpora lutea aus Kuhovarien. Die Corpora lutea 
wurden von dem iibrigen Teil der Ovarien abgetrennt, mit wasserfreiem 
Natriumsulfat unter Schwefelkohlenstotf gut getrocknet und extrahiert. 
Nachdem der Schwefelkohlenstoff abdestilliert war, wurde der Riick- 
stand mit alkoholischem Kali verseift. Nach der Verseifung wird 
mit Ather ausgeschiittelt. Dieser wird abgedunstet, der Riickstand 
wird in Petroleumaither gelést und Methanol wird zugesetzt. 

Die spektrometrische Untersuchung der Petrcleumatherschicht gab 
Bande bei 495 my und bei 463 mu, welche dem #-Carotin zuzuschreiben 
sind. Vitamin A konnte dagegen bisher spektrometrisch nicht nach- 
gewiesen werden. 

Wir haben mit Corpora lutea, die von den iibrigen Teilen des 
Ovariums sorgfaltig befreit waren, Wachstumsversuche an Ratten an- 
gestellt, welchen Tagesdosen von 0,17 g verabreicht wurden. Die 
Ratten nahmen stetig im Verlauf von 4 bis 5 Wochen an Kérpergewicht 
zu, und zwar im Mittel per Woche um 6,5g. Wir hatten offenbar die 
Minimumdosis des normalen Wachstums itiberschritten, was damit in 
Ubereinstimmung steht, daB unsere Tagesdosis rund 50 y Carotin ent- 
halten hatte. Es ist nicht ausgeschlossen, daB neben dem Carotin ein 
das Wachstum hemmender Stoff in den Corpora lutea vorhanden ist. 

Kleine Dosen von Follikulin, das wir Herrn Prof. Dr. B. Zondek 
verdanken, namlich 5 Mauseeinheiten pro Tag subcutan eingespritzt, 
zeigten an weiblichen Tieren eine geringe Wachstumshemmung bei 
gleichzeitiger Carotinzufuhr'. Diese Versuche werden mit gréBeren 
‘ollikulindosen und mit Vorderlappenhormon fortgesetzt, besonders 
um zu ermitteln, ob die Steigerung des Wachstums, welche unter dem 
EinfluB der Hypophyse eintritt, auf die spezielle Wirkung des HVH 
zurickzufthren ist. 

Dariiber, daB im Corpus luteum mehrere das Wachstum beein- 
flussende Stoffe anwesend sind, besteht kaum ein Zweifel: einer der 
Stoffe ist das B-Carotin. 

Escher? auBerte itiber die Aufgabe des Farbstoffs im Corpus luteum 
keine Vermutungen, sondern erinnert nur an die Arnauldsche Hypothese 


1 Uber das Zusammenwirken von Hormonen mit dem Corpus luteurn 
bestehen viele Angaben in der medizinischen Literatur, welche indessen 
hier, da sie sich nicht direkt auf unsere Problemstellung beziehen, iiber- 
gangen werden kénnen. Erwahnt sei nur eine Arbeit von Aoki iiber den 
EinfluB des Corpus luteum auf den Stickstoffwechsel, derzufolge Fiitterung 
mit Luteoglandol eine Verminderung der Gesamtausscheidung, aber eine 
Vermehrung des Harnstoffs und des Kreatinins hervorruft. 

2 Escher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 83, 198, 1913. 
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von der Sauerstoffibertragung durch das Carotin. Auch die Kompo- 
nenten des Luteins kénnten eine ahnliche Rolle im Eidotter durchtithren 
und neben dem Cytochrom und den iibrigen Eisenporphyrinen als 
Atmungspigment wirken!. Besonders ist hier der gleichzeitige EinfluB 
der Hamine und kleiner Cu-Mengen zu betonen. 

Unabhangig davon bleibt die Resorption des Corpus luteum durch 
die Ovarien bzw. sein Verschwinden aus diesen zu verfolgen. Es liegt 
nahe anzunehmen, dab diese Stoffe in der Placenta aufgenommen 
werden, um dort als Wachstumsstoffe eine wichtige Aufgabe zu erfiillen. 
Es ist allerdings noch ungewiB, ob eine Versorgung der Placenta mit 
Carotin bzw. mit Vitamin A auf dem Umweg iiber die Corpora lutea 
statthat. 

Kuhplacenten wurden im AnschluB an unsere Versuche mit Corpora 
lutea mit Petroleumather in iiblicher Weise extrahiert?. 

Die Chloroformlésung des Riickstandes zeigte Absorptionsmaxima 
bei 495, 461 und 427 bis 428 my, was mit den an £-Carotin gefundenen 
Maxima nahe iibereinstimmt. Mit Acetylcholin erhielten wir kein 
charakteristisches Spektrum. 

Was die verschiedenen Teile der Placenten betrifft, so haben sich 
keine gréBeren Unterschiede ergeben. Unsere Untersuchungen an 
anderen tierischen Placenten sind noch nicht abgeschlossen; wir haben 
dieselben weiter fortgesetzt auch in Riicksicht auf die Beziehungen 
der Carotinoide zur Schwangerschaft ; Zondek hat in seiner interessanten 
Monographie* auf die Beziehungen zum Carotin hingewiesen. 

Sehr bemerkenswert sind die an menschlichen Placenten erhaltenen 
Ergebnisse. Zwei menschliche Placenten* normaler, etwa 30jahriger 
Wéochnerinnen wurden einer entsprechenden Untersuchung wie die 
tierischen Placenten unterworfen. In drei iibereinstimmenden Ab- 
lesungen wurden folgende Maxima festgestellt: 487, 457 und 428 my, 
was mit dem Xanthophyllspektrum itibereinstimmt. Es tritt also ein 
Unterschied gegeniiber der Kuhplacenta zutage. Wir haben schon 
friiher Falle erwahnt, in welchen das Carotin der Leber von Xantho- 
phyll begleitet oder sogar davon ersetzt ist, und es bleibt zu 
untersuchen, ob Xanthophylivorkommen in Leber mit demjenigen 


1 Bohr u. Hasselbalch, Skand. Arch. f. Physiol. 10, 353, 1900. 

2 Wir wollen auch hier Herrn Prof. H. Staljors fiir die freundliche 
Uberlassung der tierischen Placenten bestens danken. 

3 B. Zondek, Die Hormone des Ovariums und des Hypophysenvorder- 
lappens. Berlin, Springer 1931. 

4 Siehe auch Euler u. Klussmann, Sv. Vet. Akad. Ark. f. Kem. 11, 
Nr. 1, 1932. Siehe eine nach AbschluB der erwahnten Mitteilung er- 
schienene Arbeit von Kuhn u. Brockmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 206, 
H. 1, 1932. 
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Carotinoide und Hormone im Sexualsystem. LI. 5 


in anderen Organen und Fliissigkeiten, wie Nebennieren!, Placenta’, 
Corpus luteum, Blut (Serum) und Milch, parallel geht. In Milz fanden 
wir nur Carotin (Absorptionsmaxima 494, 461 und 431 my in Chloro- 
form). Auch im Knochenmark iiberwiegt das Carotin sehr. stark. 

Nachdem also auBer Carotin auch Xanthophyll und Zeaxanthin 
in der Leber nicht nur von Végeln, sondern auch von SiiBwasserfischen 
und Omnivoren nachgewiesen sind’, und zwar in Bestatigung Alterer 
Versuche von Hijmans van den Bergh*, und nachdem es sich gezeigt 
hat, daB Xanthophyll und Zeaxanthin die Wachstumswirkung von 
Carotin ergainzen, ist auch das Zusammenwirken der Luteinkomponenten 
mit den Sexualhormonen in den Kreis der Untersuchung zu ziehen. 

Das Lipochror: des Corpus luteum wird auch in der neueren medizini- 
schen Literatur noch oft als Lutein bezeichnet. Papanicolau® glaubt, daB 
zwischen dem Lutein und dem Follikelhormon ein Antagonismus bestehe. 
Burrows und Johnstone*® nehmen neben dem Follikelhormon im Corpus 
luteum auch einen wachstumsférdernden Stoff an, und eine aéhnliche Ansicht 
auBert Currier? 

Was das Ovarialgewebe selbst, ohne die Corpora lutea und rubra, 
betrifft, so haben wir uns durch Extraktion des gemahlenen und ge- 
trockneten Materials (Kuhovarien) davon iiberzeugt, daB das Gewebe 
keine Lipochrome enthalt, was uns hinsichtlich der Aufklarung des 
Carotinoidstoffwechsels im Sexualsystem wichtig erschien. Der Chloro- 
formextrakt des von Corpora lutea und rubra befreiten Gewebes ergab 
bei der spektrometrischen Untersuchung auch keine Bande in der Gegend 
von 320 bis 330 mu, welche die Gegenwart von Vitamin beweisen 
kénnte. Es wurde nur eine allgemeine Absorption bis 310 my gefunden. 

Wie oben erwahnt, zeigen sich in den Organen mancher Tiere nach 
gewisser Fiitterung neben Carotin auch die hydroxylhaltigen Carotinoide, 
CyH5,.0., und zwar Blattxanthophyll und Zeaxanthin®. In dieser 
Hinsicht ist besonders der Nachweis dieser Stoffe im Blutserum und 


' Euler, Zeitschr. f. angew. Chem. 44, 1931; Bailly u. Netter, C. r. 
193, 961, 1931. 

2 Die von H. Goldhammer (diese Zeitschr. 215, 1, 1929) beobachtete 
SbCl,-Reaktion der Placenta-Extrakte riihrt wohl von Carotinoiden her. 

3 Euler u. Rydbom, Sv. Kem. Tidskr. 42, 219, 1930; Buler, Karrer u. 
Rydbom, Helv. Chim. Acta 14, 1428, 1931; Euler u. Virgin, diese Zeitschr. 
245, 252, 1932. 

4 Hijmans van den Bergh, P. Muller u. J. Broekmeyer, ebendaselbst 
108, 279, 1920. 

5 Papanicolau, Proc. exp. Biol. 22, 106, 436, 1925; J. Amer. Med. Ass. 
86. 1422, 1926. 

® Burrows u. Johnstone, J. exp. Med. 42. 215, 1925. 

7 Currier, C. r. Soc. Biol. 94, 280, 1926. 

8 Karrer u. Salomon, Helv. 18, 1063, 1930; Karrer u. Nilsson, eben- 
daselbst 14, 1931. 
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ihre eventuelle Anteilnahme an der Blutbildung von Interesse. Auf 
den Carotinoidgehalt der Leucocyten kommen wir bald zuriick. 

Was die Carotinoide im Blutserum betrifft, so verdankt man die 
erste Untersuchung dariiber Hijmans van den Bergh}, der bereits 1913 
mit Snapper eine sehr brauchbare Methode zur Extraktion der Lipo- 
chrome aus dem Blutserum beschrieb. Bald darauf haben Palmer und 
Eckles* einige Angaben iiber Carotin in Seren verschiedener Tiere 
gemacht, und ihr Ergebnis ist im wesentlichen von Stephenson? be- 
statigt worden. In diesem Institut hat Résidé* orientierende Versuche 
mit einer allerdings ziemlich rohen Methodik ausgefiihrt, welche aber 
andererseits zum erstenmal interessante Beziehungen des Carotinoid- 
und Vitamin-A-Gehalts zum Alter und Geschlecht der Tiere, zu ihrer 
normalen Nahrung und zu Vitaminzusatzen aufdeckten. Schon vorher 
hatte der eine von uns mit M. Rydbom®, unterstiitzt von A. Lichtenstein, 
menschliche Sera bei verschiedenen KrankheitsfiHen untersucht; die 
Versuche iiber den Carotinoidgehalt des menschlichen Serums bei 
Lipimie und Diabetes, iiber welche auch Angaben von Hijmans vor- 
liegen, fiihren, wie kiirzlich erwihnt wurde (Centenary Meeting of the 
British Association), oft zu divergierenden Resultaten. Das Material 
ist auch noch zu klein, um bestimmte Schliisse daraus ziehen zu kénnen®. 

Jedenfalls sind in diesem Institut Falle bekannt geworden, in 
welchen der Fettgehalt des Blutes bei Vitamin-A-Mangel infolge 
ungeniigender Fettoxydation stieg. 

In Riicksicht auf den Befund von Xanthophyll in der menschlichen 
Placenta, ferner in Riicksicht auf die physiologischen Wirkungen der 
Carotinoide vom Xanthophylltypus, auf welche Karrer und Euler 
bereits aufmerksam gemacht hatten und welche durch unsere neuen 
Versuche mit Karrer an Zeaxanthin bestatigt werden kénnen, ist dieser 
Gruppe von Carotinoiden bei der Untersuchung des Blutserums eine 
erhéhte Aufmerksamkeit 2u widmen. Sowohl menschliches Blut als 
Vogelblut enthalt Xanthophyll. Einen Mittelwert zahlenmaBig an- 
zugeben, erscheint uns noch nicht méglich, da maBgebende Versuche 
die Kontrolle der Kost hinsichtlich der Carotinoide erfordert, was 
selbst bei Tieren auf nicht geringe Schwierigkeiten st6Bt. 

1 Hijmans van den Bergh u. Snapper, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 110, 
540, 1913." 

2 Palmer wv. Eckles, J. of biol. Chem. 17, 201, 1914; Palmer, ebendaselbst 
23, 261, 1915. 

3 Stephenson, Biochem. J. 14, 715, 1920. 

4 R6si6, Zeitschr. f. physiol. Chem. 182, 289, 1929. 

5 Ruler u. Rydbom, Sv. Vet. Akad. Ark. f. Kem. 10 B, Nr. 10, 1930. 

® Einen Fall] von hohem Vitamin-A-Gehalt bei einem Diabetiker gab 
kiirzlich van Eekelen an (Acta br. Neerland. 1, 1931). 
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Einflu6B der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Phosphorylierung und Milchsiurebildung der Muskulatur. 


Von 
Béla Tank6é. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat -Debrecen.) 
(Eingegangen am 8. April 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In unseren vorigen Mitteilungen (1) berichteten wir iiber mehrere 
Zusammenhange, die bei der Glykogenolyse zwischen der phosphory- 
lierenden und milchsiurebildenden Fahigkeit der quergestreiften 
Muskulatur beobachtet wurden. Es schien interessant zu untersuchen, 
inwieweit zwischen diesen beiden Teilvorgingen eine Parallelitat 
beziiglich der H-lonenkonzentration des Milieus besteht. Das Studium 
dieser Frage war um so mehr nétig, als aus den bisherigen literarischen 
Angaben das optimale py fiir keinen dieser Vorginge geniigend klar und 
eindeutig hervorgeht. 

Trotz den vielen sich sogar aut die feineren Kinzelheiten erstreckenden 
Ahnlichkeiten, die zwischen dem pflanzlichen und tierischen Koblen- 
hydratabbau durch eingehende Forschungen aufgeklart worden sind, 
ist es doch nicht berechtigt, aus diesbeziiglichen Versuchen mit Hefe! 
bzw. mit Bakterien? auch betreffs der Muskulatur Folgerungen zu 
ziehen. Schon mit mehr Recht diirfte man sich an die Ergebnisse 
betreffs der Glykolyse im Blut anlehnen. 

Nach Rona und Wilenko (2) liegt das optimale px dieses Vorganges 
bei 7.5; bei ungefahr diesem px fanden sie auch den starksten Zucker- 
verbrauch des iiberlebenden Herzen (3). Die Arbeiten anderer Forscher 
fiihrten zu ziemlich abweichenden Resultaten: das py-Optimum der Glyko- 
lyse im Blut liegt nach Fukushima (4) bei 7,76, nach Irving (5) bei 8,5, 


1 H. Euler u. F. Nordlund (Zeitschr. f. physiol. Chem. 116, 229, 1921) 
fanden das pqy-Optimum fiir die Phosphorylierung der Hefe bei 6,2 bis 6,6. 

2 Laut Angaben von A.J. Virtanen, E. Wichmann u. B. Lindstrom 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 166, 21, 1927) liegt das px-Optimum der Milch- 
siurebildung beim Bact. casei ¢€ um 6,2. 
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nach Roche (6) bei 8,2 bis 8,4. Der Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Glykogenolyse der Muskulatur wurde zuerst von Euler und Mit- 
arbeitern (7) untersucht; die Milchséurebildung des mit Alkohol-Ather dar- 
gestellten Muskelpulvers (Kaninchen) und des daraus gewonnenen wasserigen 
Extrakts hat in glykogenhaltigen Phosphatlésungen bei po 7 das Maximum 
noch nicht erreicht (,,...scheint mehr alkalisch zu sein‘‘), In alkalischem 
Milieu durchgefiihrte Versuche wurden aber von den Autoren nicht mit- 
geteilt. Um das px-Optimum der Milchséurebildung festzustellen, hat die 
Schule von Wohlgemuth als Objekt die menschliche Placenta gebraucht. 
Hayashi (8) fand das Optimum bei rund px 10: eine Angabe, deren Giiltig- 
keit zweifelhaft erscheint, wenn man auch die Versuchsbedingungen in 
Betracht zieht. Hayashi nahm auf 20g Placentabrei in einem Volumen 
von 5U cem glucose- und NaCl-haltiger Lésung 5 ccm verschiedener Puffer- 
lésungen', scmit 1aBt sich also auf 2,5 cem m/50 Pufferlésung | g Placenta- 
brei berechnen. Aus der Mitteilung geht nicht hervor, ob sich die an- 
gegebenen pu-Werte auf die Suspension selbst, oder nur auf die vorbereiteten 
Lésungen — vor dem Hinzufiigen des Breies — beziehen. Man diirfte den 
zweiten Fall annehmen, denn der Autor gibt nicht an, in welcher Phase 
der Versuchsdauer das px bestimmt wurde, auch steht iiber px-Bestimmung 
selbst nichts geschrieben; es ist bloB erwahnt, daB die Pufferlésungen nach 
Sérensen verfertigt worden sind. Sollten sich aber die pxH-Werte auf die 
leeren Pufferlésungen beziehen, so muBte ja die Wasserstoffionenkonzentra - 
tion nach dem Breizusatz betrachtlichen Verschiebungen — im alkalischen 
Bereich nach der sauren Seite hin — unterliegen, besonders wahrend der 
Versuchszeit von 24 Stunden, wobei zu der urspriinglich vorhandenen 
Milchsaéure noch mehr gebildet wurde. In der vorliegenden Arbeit gibt es 
Beispiele dafiir, in welchem MaBe das px auch bei kleinerer Belastung des 
Puffers gesunken ist. In Verkniipfung mit der Pyrophosphat- und Phosphor- 
kreatinsynthese im PreSsaft von Kaninchenmuskulatur hat Lehnartz (9) 
auch den Lactacidogenabbau in Betracht gezogen. Das pu wurde in Proben 
bestimmt, die ahnlich wie die Hauptversuche eingestellt waren, ferner 
wurde die Versuchsdauer kurz gewahlt, wodurch die Realitét der pu-Werte 
gesichert wird. Bei pu 7,4 wurde schon in 5 Minuten so viel Lactacidogen- 
phosphat abgespaltet, daB eine Zunahme desselben nach weiteren 25 Mi- 
nuten nicht beobachtet wurde, bei pu 6,6 war die Spaltung in 5 Minuten 
geringer, aber das anorganische Phosphat hat auch in weiteren 25 Minuten 
betrachtlich zugenommen. Innerhalb dieses Intervalls (6,6 bis 7,4) wurde 
kein Versuch angesetzt, obgleich diese Ergebnisse wertvolle Aufschliisse 
iiber das po-Optimum jener Phase geben kénnten, wo bei der Glykogenolyse 
sowie bei der mit Phosphorylierung verkniipften Glykolyse Hexosephosphor- 
siureester unter Phosphatasewirkung gespaltet werden. Nihere Angaben 
betreffs des pxu-Optimums der Phosphatase findet man bei Demuth (10). 
Er nahm zu den Versuchen menschlichen Muskelbrei (Kinderleichen), je 
0,lg auf 10cem 1°%,iger Hexosediphosphatlésung; durch Zusatz von 
n/10 HCl bzw. n/10 NaOH wurde des px variiert, unter Beriicksichtigung 
auch der wahrend der Versuchszeit erfolgten Anderung desselben. Der 
gr6Bte Unterschied zwischen den anfangs und zum Schlu8 (24 Stunden) 
gemessenen Werten betrug + 0,35 bzw. — 0,4, die Differenz iiberschritt 


' Die Konzentration des Puffers gibt der Autor nicht an, nur aus einer 
Mitteilung von Takasaka (diese Zeitschr. 184, 390, 1927) erscheint es als 
wahrscheinlich, daB sie auch in diesem Falle m/5 war. 
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aber nur bei 5 von den 50 Versuchen die um + 0,1 liegenden Fehlergrenzen 
der gebrauchten Indikatorenmethode. Aus den graphisch dargestellten 
Versuchsergebnissen geht hervor, daf8 fiir die Muskelphosphatase das 
pu-Optimum bei 7,4 liegt. Mit derselben Methodik hat der Autor auch 
Untersuchungen mit anderen Organen sowie Ko6rperfliissigkeiten durch- 
gefiihrt und gelangte zu verschiedenen Resultaten, was ebensowenig 
verwunderlich ist, wie auch die Angabe von Kay (11), der das pqR-Optimum 
der Phosphatase im Plasma bei 8,9 bis 9,0 fand (mit NaOH + Glycin als 
Puffer). Seit namlich die neuesten Untersuchungen (12) auf die Unter- 
schiede im Kohlenhydratabbau zwischen verschiedenen Geweben hin- 
gewiesen haben. darf man die fiir ein Enzym beziiglich einer Gewebsart 
geltende Angabe nur mit gréBter Vorsicht auch betreffs einer anderen 
Gewebsart als giiltig annehmen. 

Meine eigenen Versuche begann ich zundichst mit dem nach der 
Vorschrift von Euler dargestellten Muskeipulver (aus Taubenbrust- 
muskulatur), und studierte vorliufig nur die Anderung der Phos- 
phatesewirkung allein, in der Mischung von Phosphat + Glykogen 
+ NaF + Muskelpulver (Tabelle I). Auf 0,25 g Muskelpulver (= 1 g 
frischer Muskelbrei) lieBen sich 8 ccm m/30 Phosphatpufferlésung 
berechnen; um héheres py zu erreichen, wurde bei derselben Phosphat- 
konzentration auch Boratpuffer gnommen (Nr. 8 und 9). Die py-Werte 
wurden mittels der H,-Gaselektrode gegen n Kalomelelektrode in Proben 
bestimmt, deren Zusammensetzung mit den Hauptversuchen voll- 
kommen gleich war. Es lag in der Natur der Methodik, daB die paq-Be- 
stimmung vor und nach Zufiigung des Muskelpulvers in derselben Probe 
erfolgte. Aus den Versuchsdaten laBt sich das optimale py nur annahernd 
feststellen, da sich die Wasserstoffionenkonzentration in den einzelnen 
Proben schon innerhalb 30 Minuten, und nach 6 Stunden noch mehr, 
stark geaindert hat, so daB die Verschiebung noch gréBer ist als die 
Anfangsdifferenz zwischen den aufeinanderfolgenden Versuchen. Man 
kann sich vorstellen, in welchem MaBe sich das py bei den Versuchen 
von Hayashi geindert hat, wobei auf 1g Brei 2,5cem m/50 Puffer- 
lésung genommen wurde. 


Bei den weiteren Versuchen war eine wesentliche Umgestaltung der 
Methodik erforderlich. Die Gaselektroden erwiesen sich zur Messung 
von raschen py-Veranderungen als ungeeignet, daher bediente ich mich 
in den folgenden der Chinhydronelektrode (bezogen auf die Chinhydron- 
Standardelektrode), deren einziger Nachteil darin bestand, daB zu 
jeder einzelnen Bestimmung des py eine besondere Probe erforderlich 
war. Andererseits waren aber auch innerhalb einiger Minuten erfolgte 
pu-Anderungen meBbar. Die Grenze der Brauchbarkeit der Chinhydron- 
methode (etwa bis py 9) lag — wie aus den orientierenden Versuchen 
der Tabelle I hervorgeht — weit iiber dem py-Optimum der Phosphatese- 
wirkung und, wie ersichtlich wird, auch iiber dem Optimum der 
Milchsaurebildung. 
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Es wurde zunachst versucht, die Stabilisierung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration wahrend der Versuchszeit durch Zusatz von NaHCO, 
zu erreichen. In einer Probe, die in 8 ccm Volumen auf er 1°, Na,H PO, 
auch 1% NaHCO, sowie Glykogen und 0,5 g Muskelpulver enthielt, 
sank das py vom Anfangswert 8,45 in 2 Minuten auf 8,17, in 4 Stunden 
auf 7,60 herab; die entsprechenden Daten in den Proben ohne Bi- 
carbonat (also nur etwa m/8 Phosphatlésung allein) waren 8,51, 7,67, 
7,01. Der Zusatz von NaHCO, steigerte aber die Phosphorylierung und 
die Milchsiurebildung mehr, als es die py-Stabilisierung allein hatte 
mit sich bringen kénnen, was auf die katalysierende Wirkung der 
HCO,-Ionen selber hinwies. Dies geht auch aus dem Umstand hervor, 
daB bei praktisch gleichem py die Steigerung der Na HCO,-Konzentra- 
tion bis 3° die Aktivitat des Muskelpulvers vergréBert hat. Aus 
Versuchen mit NaHCO,-Zusatz ergab sich aber fiir die Phosphatese 
ein zu hohes py-Optimum bei 7,6 bis 8,0, was auch nicht scharf genug 
war. Das py-Optimum der Milchsaéurebildung lag ebenfalls in diesem 
Gebiet, sah aber noch flacher aus. Eine derartige Wirkung der Bi- 
carbonationen mag es erkliren, da Warburg und Mitarbeiter (13) bei 
Pufferung mit Bicarbonat als optimales py fiir die Tumorglykolyse etwa 
7,6 fanden, wahrend sich dafiir aus den nur mit Phosphatpuffern an- 
gesetzten Versuchen von Virtanen und Klemola (14) ein Cptimum von 
pu 7 ergibt. 

Am zweckmiaBigsten erwies sich daher, nur Phosphatlésungen an- 
zuwenden. Das Borat konnte ganz unberiicksichtigt bleiben, da zur 
Feststellung der Optima eine Alkalitaét so hohen Grades tiberdies nicht 
erforderlich war. Dies Anion iibte iibrigens auch an sich selbst eine 
Wirkung auf die Vorginge aus, indem es bei sonst gleichem py die 
Aktivitaét des Muskelpulvers verminderte. 

_ Wie aus den Daten der Tabelle if ersichtlich ist, wurd> durch 
Steigerung der Phosphatkonzentration (auf 0,25 g Muskelpulver wurden 
5 cem m/8 Lésung genommen) erreicht, daB dav py innerhalb cer kurzer. 
Versuchszeit fast konstant blieb. Durch der nach 2 Minuten ermittelven 
Wert wird gezeigt, wieweit die im Muskelpulver enthaltenen Stoffe 
die Wasserstoffionenkonzentration der vorbereiteten \’ersuchslésungen 
beeinflussen. Im Vergleich zu diesen Zahlen weisen die zum Schlu8, 
nach 15 Minuten, ermittelten Werte geringe Veranderungen auf, jedoch 
wurde bei der graphischen Darstellung das arithmetische Mittel der 
nach 2 bzw. 15 Minuten gemessenen pq-Werte als py des betreffenden 
Versuchs angenommen. Die kurze Versuchsdauer erméglichte die 
Beobachtung der Phosphatesewirkung auch ohne NaF, und das war 
deswegen von Vorteil, da somit die Phosphorylierung und Milchsaure- 
bildung in vollkommen dhnlicher Zusammensetzung, d. h. auch bei 
demselben py, verlief. 
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Die mittels der Daten von Tabelle I] aufgezeichnete Kurve (Abb. 1) 
besitzt bei py 7,1 eine scharfe Kriimmung. Das hier gebrauchte Muskel- 
pulver war betreffs der Phosphatesewirkung ein sehr aktives Praparat; 
zur gleichzeitigen Untersuchung der Milchsaéurebildung schien ein 
anderes Muskelpulver mehr geeignet zu sein, das zwar schwachere 
Phosphatesewirkung, aber dafiir kraftigere Milchsiurebildung aufwies. 
Die graphische Aufzeichnung (Abb. 1) der Tabelle III stellt betreffs 
des py-Optimums der Phosphorylierung wiederum dieselben Ver- 
haltnisse dar, mit etwas flacherem Maximum. Aus den mit demselben 
Muskelpulver unter vollkommen gleichen Bedingungen durchgefiihrten 
Versuchen (Tabelle IV) geht hervor, daB 
das py-Optimum der Glykogenolyse bei 7 ag 
7,3 bis 7,4 liegt. Auffallend ist aber 4) 4 ae 
die Verzerrung der Kurve (Abb. 1) zwischen 
6,7 bis 7,3. Man darf mit Recht an- 
nehmen, daB um py 7,1, wo die Phos- 
phatese ja am wirksamsten ist, die 
Synthese der Phosphorsiureester so in- 
tensiv verliuft, daB hier die Spaltungs- 
geschwindigkeit derselben geringer ist, 
als in Proben von anderem py, wo diese 
zwei Vorgange sich mehr das Gleichgewicht 
halten. Ubrigens dringt ja bei so kurzer GCG DWE a 
Versuchsdauer sowieso die Phosphatese- 














‘ = > . Abb. 1. 
wirkung in den Vordergrund, wie es auch ; 

a . - 2 1 = Phosphorylierung mit 
die Daten einer unserer friiheren Mit- Muskelpulver (Tabelle Il). 
teilungen (15) bestatigen. Zur Unter- 2 = FRsepeetynerens wit 

2 x einem anderen Muskelpulver 
suchung des px-Optimums der Milch- (Tabelle IIl). 3 = Milchstiure- 


bildung mit demselben Mus- 


siurebildung ware eigentlich langere kelpulver (Tabelle IV), 


Versuchszeit erforderlich, das ist aber 

wegen der Stabilisierung des py mit Schwierigkeiten verbunden. Aus 
der in 15 Minuten gemessenen scheinbaren Spaltungsgeschwindigkeit 
kann man aber auf die wahre Geschwindigkeit mit geniigender Ge- 
aanigkeit folgern: wird namlich die Kurve an der Stelle ihrer Verzerrung 
erganzt, so ergibt sich etwa 7,2 als py-Optimum fiir die Milchsiure- 
bildung im Muskelpulver. 

Bei den Versuchen mit frischem Muskelbrei muBte ich fiir noch 
starkere Pufferung sorgen. Wurden auf 1 g frischen Brei 4 ccm m/4 
Phosphatpuffer genommen, so sank das py vom Anfangswert 7,52 
2 Minuten nach dem Zusatz von Muskelbrei auf 7,47, nach weiteren 
13 Minuten auf 7,38; bei einer Konzentration von m/6 bzw. m/8 ergab 
die py-Bestimmung bei demselben Anfangswert nach 2 und 15 Minuten 
die Zahlen 7,47 und 7,32 bzw. 7,46 und 7,20. Daher wurden bei den 
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in Tabellen V und VI mitgeteilten Versuchen 4 ccm m/4 Phosphat- 
l6sung auf 1 g frischen Brei genommen. 


Die pa-Kurve (Abb. 2) der Phosphorvlierung erreicht das Maximum 
zwischen 7,2 bis 7,3, wenn die Kurve — deren Punkte nicht so 
gliicklich getroffen waren wie beim Muskelpulver — erganzt wird. 
Die Phosphatesewirkung besitzt auch hier ein ziemlich scharfes Optimum, 
waihrend das der Milchséurebildung scheinbar um 7,6 liegt (Abb. 2). 
Aber auch hier ist die Verzerrung 
der Kurve auffallend, wenn auch 
nicht so stark wie beim Muskel- 
pulver. Im Vergleich zum frischen 
Brei ist naimlich die Milchsaure- 
bildung des Muskelpulvers im all- 
gemeinen bedeutend geringer, und 
parallel damit konnten wir auch 
in der Phosphatasewirkung die 
Schwachung ahnlichen Grades in 
einer friiheren Mitteilung nach- 

weisen (16). Im frischen Muskel- 
i deiameaiioas a brei wird also die Geschwindigkeit 
frischem Muskelbrei (Tabelle V). der Milchsiurebildung durch die 

2 = Milchs#urebildung mit dem- Phosphatesewirkung — beim opti- 

selben Muskelbrei (Tabelle VI). . 

malen py derselben — weniger 
herabgesetzt als im Muskelpulver. Auch in diesem Falle laBt sich 
die Kurve erginzen, woraus erhellt, daB das py-Optimum statt des 
scheinbaren Wertes 7,6 in der Tat um 7,3 liegt. 
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Wenn schon die Kurve der Milchséurebildung in solchem Mabe 
durch die Phosphatese beeinfluBt wird, so ist wohl zu _ bedenken, 
ob nicht andererseits selbst die Phosphatesewirkung von der Glyko- 
genase abhingig sei; Huler und Mitarbeiter (17) haben in ihren eben- 
falls mit Muskelpulver durchgefiihrten Versuchen dargetan, daB die 
Glykogenase aus dem Praparat extrahierbar ist und in solcher Form 
etwa bei py 6,6 bis 6,9 am wirksamsten ist. Diese Angabe ist um so mehr 
zuverlassig, als die im wasserigen Extrakt verlaufende Glykogenspaltung 
durch andere Enzymreaktionen weniger beeinfluBt wird als z. B. im 
Muskelpulver selbst. Auf einer anderen Stelle derselben Mitteilung 
fanden namlich Euler und Mitarbeiter das pg-Optimum der Glykogenase 
im Muskelpulver selbst etwas mehr sauer. Da aber aus dem Glykogen 
mehr reduzierender Zucker entsteht, als durch die Phosphatese ver- 
arbeitet, ferner in Milchsiure umgewandelt wird, so konnte die Glykoge- 
nase die Kurven der Phosphorylierung und der Milchsaurebildung nicht 
wesentlich beeinflussen (die Proben enthielten Glykogen in reichlichen 
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Mengen), wenigstens beim frischen Muskelbrei nicht. Das als Optimum 
der Milchsdurebildung gefundene py 7,3 stimmt auch ziemlich gut mit 
dem von Demuth (18) fir die Muskelphosphatase gefundenen py 7,4 
iberein, besonders wenn man die Anmerkung des Autors betreffs der 
Stabilitat des py (+ 0,1) sowie die Versuchstemperatur von 40° in 
Betracht zieht. Die von Demuth gebrauchte Methode hat es aber mit 
sich gebracht, daB dabei die Glykogenase keine Rolle spielt. 


Schon anders kénnte sich die Sache beim Muskelpulver gestalten; 
es ist zwar nicht wahrscheinlich, daB sich dabei das py-Optimum der 
Glykogenase andert, denn die diesbeziiglichen Befunde von Euler und 
Mitarbeiter erwiesen sich ja identisch mit den Angaben anderer 
Forscher (19) betreffs der Pankreasamylase. Das Pankreas ist aber so 
reich an Amylase (Glykogenase), daB man diesen fiir das Pankreas 
geltenden Befund auch auf andere glykogenspaltende Gewebe iiber- 
tragen darf. LieBe sich aber nachweisen, daB die Glykogenase 
irgendwie wahrend der Darstellung des Muskelpulvers gewisser- 
maBen geschidigt wird, so ware es schon genug, um erkliren zu 
kénnen, warum das optimale pq, der Phosphorylierung und der 
Milchsaéurebildung im Muskelpulver in Vergleich zu dem in frischem 
Brei beobachteten Optimum etwa mit 0,1 Einh. nach der sauren Richtung 
verschoben wird. Wenigstens aus dem Umstand, daB die Kurven beim 
Muskelpulver im alkalischen Gebiet steiler verlaufen als beim frischen 
Muskelbrei, diirfte man schlieBen, daB beim Muskelpulver die Glyko- 
genase bei py oberhalb ihres Optimums nicht mehr im UberschuB fiir 
die weitere Spaltung Hexosen liefert. Die starke Phosphorylierung 
des Muskelpulvers beweist nichts gegen diese Erklarung des Einflusses 
der Glykogenase; denn im Muskelbrei ist ja die entgegenwirkende 
Phosphatase schwacher als im frischen Muskelbrei. 


Virtanen und Klemola (20) nehmen an, daB die Glykolyse im 
Blut und in den normalen Geweben durch gewisse ,,Hemmungs- 
kérper‘ gehemmt wird, und zwar auf der alkalischen Seite 
weniger; deshalb liege das py-Optimum — wie aus der bisherigen 
Literatur hervorging — zwischen 7,5 bis 8,0. In den Tumoren wire 
diese Hemmung noch schwacher, infolgedessen ware hier auch die 
Glykolyse intensiver, und es liegt das py-Optimum nach den Befunden 
von Virtanen und Klemola um den Neutralpunkt. SchlieBlich sollten 
bei der Milchséuregaérung (Bact. casei €) — wo die Glykolyse auch den 
héchsten Grad erreicht — diese Hemmungskérper fehlen, und das hier 
beobachtete py-Optimum, das Virtanen und Mitarbeiter (21) bei 6,2 
fanden, sollte das eigentliche Optimum der Milchsdurebiidung sein. 
Die Annahme von Hemmungskérpern ist insofern richtig, als sich das 
optimale py der Milchséurebildung in phosphorylierenden Geweben 
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unter dem EinfluB der Phosphatese bei kurzer Versuchsdauer anscheinend 
alkalischer ergibt: die Annahme ist ferner auch soweit richtig, indem 
bei den Tumoren bisher einwandfrei keine Phosphorylierung nach- 
gewiesen worden ist, das optimale py der Glykolvse erscheint auch nicht 
alkalischer ¢'» der tatsichliche Wert. Der von Virtanen und Klemola 
gefundene optimale Wert von py 7 liegt ja nahe zu den Versuchsergeb- 
nissen dieser Arbeit. Hatten die Autoren kiirzere Versuchszeiten 
gewahlit und das pq nicht nur aus den zum SchluB, sondern auch nach 
2 Minuten gemessenen Werten berechnet, so ware die Abhnlichkeit 
auffallend. 


Wenn also der Unterschied zwischen Tumoren und normalen 
Geweben betreffs des py-Optimums der Milchsaéurebildung unter 
Beriicksichtigung der Phosphatesewirkung fast verschwindet, so braucht 
man nicht anzunehmen, da die Milchséurebildung in normalen 
Geweben und Tumoren durch gewisse Stoffe gehemmt wird und dab 
dieselbe — ahnlich der Milchsiuregirung — bei py 6,2 am intensivsten 
wire. Auf Grund der hier mitgeteilten Versuchsergebnisse scheint 
der Mechanismus der Milchséuregirung wesentlich anders zu sein 
als derjenige der Milchsiurebildung in normalen Geweben und 
Tumoren. 


Experimenteller Teil. 


Betreffs der Darstellung des Muskelpulvers, Einstellung der Versuche 
und Bestimmung des anorganischen Phosphats sowie der Milchsaéure sei 
im allgemeinen auf friihere Mitteilungen (22) verwiesen. Der frische 
Muskelbrei wurde vor dem Gebrauch auf eine Glasschale gestrichen, 
15 Minuten lang im Eisschrank belassen, damit sich die Aktivitat wahrend 
der Abwagung der einzelnen Proben nicht mehr andert. 

Die Phosphatpufferlésungen wurden durch entsprechende Mischungen 
von: Na,;PO,-, Na,HPO,- und NaH,PO,-Lésungen dargestellt; diese 
Lésungen von vollkommen gleicher Phosphatkonzentration wurden alle 
aus dem primaren Salz verfertigt, mit entsprechenden Zusaétzen von NaOH, 
damit auch die Kationen dieselben bleiben. Bei den Versuchen, wo die 
Phosphorylierung in stark gepufferten Lésungen zu messen war, wurden 
die einzelnen Proben in den VersuchsgefaBen selbst nach dem Stehen mit 
Schenck-Lésung noch mit so viel Wasser verdiinnt, daB die P,O,-Be- 
stimmungen in je 3 bis 4ccm erfolgten; dieses Volumen konnte sehr genau 
pipettiert werden, was auch aus Parallelbestimmungen ersichtlich war. 

Um fiir die Homogenitat des px in der Suspension zu sorgen, wurden 
die GefaBe wahrend der Versuchszeit éfters geschiittelt. 

Es soll noch erwahnt werden, da8B mit der Milchséiure auch das Methyl- 
glyoxal mitbestimmt wurde, da zuvor die Entzuckerung nach Slyke- Palmer 
mittels Ca(OH), + CuSO, erfolgte. 

Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. Samtliche 
Daten der Tabellen beziehen sich auf 1 g frischen Muskelbrei (= 0,25 g 
Muskelpulver). 
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EinfluB der pu-Anderung 


Tabelle J. 


auf die Phosphorylierung des Muskelpulvers. 























Zusammensetzung : PH mg P, Os 
Nr a eng A ef —— — 
oer | + eg Synge fi Nach Nach I Nach Esteri- Nach  Esteri- 
+ 05g Muskel- || Zavo. g0Min. 6Std. | 0Std. 90Min.| fiziert 6Std. fiziert 
pulver 
1 8cem Phosphat- 
pufferlésung * 
+8cem H,O § 5,382 5,84 5,56 19,97, 18,70 1,27 1638 3,59 
2 dasselbe 5,84 6,04 5,80 19,97 1833 1,64 1548 4,49 
3 . 6,53 6,42 6,28 19,97 15,53 444 1051 9,46 
4 - 7,34 6,85 656 19,97 1441 5,56 10,32 9,65 
5 je 7,59 7,01 6,60 19,97 14,40 5,57 9,09 10,88 
6 | 2 7,83 7,08 6,62 19,97 1414 5,83 9,18 10,79 
7 || u 8,11 7,28 6,80 19,97 15,25 4,72 9,22 10,75 
8 | 8cem Phosphat- 8,70 835 814 19,97 1866 1,31 1464 5,33 
pufferlésung 
| +-8ceem Borat 
9 | dasselbe 9,38 | 8,78 | 863 19,97 19,78 0,19 17,44 2,53 
Tabelle Ll. 
px-Optimum der Phosphorylierung im Muskelpulver. 
| PH mg P20s5 
Nr. | Zasemmenssianng Z Nach Nach ; "ee Nach Esteri- 
aver 2 Min. 15 Min. 0 Min. 15 Min. fiziert 
1 Scem m/8 Phos- 54 6,54 6,53 44.6 38,8 5,8 
2 | phatpufferlésung | , 6,94 6,90 6,87 44,6 35,8 8,8 
3 +50 mg Glykogen 16 7,10 7,06 44,6 35,0 9.6 
4 | +0,4g Muskel- 40 | 730 | 722 | 446 | 361. 85 
5 pulver 5 7,52 7.41 44.6 37,0. 7,6 
Tabelle Ill. 
px-Optimum der Phosphorylierung im Muskelpulver. 
; PH mg P20; 
|. Semen. ech | eck | im] Mech | Roem 
Zavor 2 Min. 15 Min. Min. 15 Min. tiziert 
1 | 8 ce 8 Phos- 6,44 6,45 6,46 37,0 33,5 3,5 
2 Ii} hatuntte saeeee 6,78 6,76 6,74 37,0 308 | 62 
8 eo eGlvkorn) | 218 | 710 705 87,0 297 | 7,8 
4 +056 Mishel. 7,48 7,36 7,29 37,0 30,6 6,4 
5 ph og 7,74 7,47 7,43 37,0 31,9 5,1 
6 — 7,87 7,66 7,58 37,0 33,0 4,0 
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Tabelle 1V. 
px-Optimum der Milchséurebildung im Muskelpulver. 
Pu ing Milcheotare m 
Nr. || Zusammensetzung = {/— Nach Nach In Nach Ge- 
| ty: ree ERS Zuvor 2 Min 15 Min. || 0 Min 15 Min. | bildet 
1 Q Pin. 6,44 6,45 6,46 0,92 2,70 1,78 
2 || Sccm m8 Phos} 678 676 | 674 | 092 | 315 | 298 
phat pufferlésung bs 
3 > Spier Gieeen 7,18 7,10 7,05 0,92 3,00 2,08 
40 LO5e Muska. 7,48 7,86 | 7,29 |) 0,92 | 355 | 2,63 
5 gto 7,74 7,47 7,43 0,92 295 2,08 
6 P 7,87 7,66 7,58 0,92 | 2,51 1,59 
Tabelle V. 
pu-Optimum der Phosphorylierung im frischen Muskelbrei. 
! Pu mg P20; 
Nr. || Zusammensetzeng = |— Nach | Nach -— Nach | Esteri- 
| _ Zavor | 2Min. | 15 Min. |) OMin. | 15 Min. | fiziert 
—<—<— ———— ——— — a TT = — — = —— 
1 |) 10 cem m/4 Phos- 6,54 6,56 6,52 | 720 68,4 3,6 
2 | phatpufferlésung 7,16 7,14 7,06 72,0 66,6 5,4 
3 | +70mg Glykogen 7,52 7,47 7,38 || 72,0 66,9 5,1 
4 | +25gfrischer || 7,77 | 768 7,54 | 720 675 45 
5 Muskelbrei 8,10 7,90 7,76 | 72,0 68,5 3,5 
Tabelle VI. 
px-Optimum der Milchséurebildung im frischen Muskelbrei. 
I | Pu mg Milchsiure 
Nr.|| Zusammensetzung - - : 
| y Nach Nach L Nach Ge- 
| | Zuvor | 9 Min. 15 Min. | Min. | 15 Min. | bildet 
. | 
1 | ) 10%cem m/4 Phos-(| 6,54 | 6,56 | 652 524 | 658 | 1,34 
2 || | phatpufferlésung 7,16 7,14 7,06 5,24 7,95 2,71 
3 |) +70mg Glykogen 7,52 7,47 7,38 5,24 7,78 2,54 
4 | | +2,5¢ frischer 7,77 7,68 7,54 5,24 8,09 2,85 
5 || Muskelbrei 8,10 7,90 7,76 5,24 7,79 2,55 
Zusammenfassung. 


1. Im frischen, quergestreiften Muskelbrei liegt das scheinbare 
pxa-Optimum der Milchsiurebildung in der Mischung von Phos- 


phat + Glykogen + Muskelbrei bei Zimmertemperatur um px 7,6; 
mit Beriicksichtigung der Phosphatesewirkung — die im Verlauf der 
pu-Kurve wohl merklich ist —- ergibt sich aber ein Optimum von py 7,3. 

2. Die Phosphatese besitzt unter den angegebenen Versuchs- 
bedingungen ein Optimum zwischen py 7,2 bis 7,3. 
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3. Das Optimum der Milchséurebildung im Muskelpulver betragt 
anscheinend py 7,3 bis 7,4, laBt sich aber aus demselben Grund, wie beim 
frischen Brei, auf py 7,2 korrigieren. 

4. Fiir die Phosphatese im Muskelpulver ist ein py von 7,1 optimal. 

5. Die px-Optima dieser beiden Teilvorginge der Glykogenolyse 
liegen also fiir dasselbe Versuchsobjekt praktisch bei gleicher Wasser- 
stoffionenkonzentration: im Muskelbrei zwischen py 7,2 bis 7,3, im 
Muskelpulver bei py 7,1 bis 7,2. 

6. Die Verschiebung der Optima im Muskelpulver hangt wahr- 
scheinlich mit dem EinfluB der Glykogenase zusammen. 
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1928. — 9) E. Lehnartz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 1, 1929. 

10) F. Demuth, diese Zeitschr. 159, 415, 1925. 11) H. D. Kay, The J. of 
biol. Chem. 89, 235, 1930. — 12) BE. Bumm u. K. Fehrenbach, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 193, 238, 1930; 195, 101, 1931; ferner H. K. Barrenscheen, 
J. Panyu. R. Berger, diese Zeitschr. 229, 196, 1930; B. Tanké, ebendaselbst 
239, 318, 1931. — 13) O. Warburg, K. Posener u. E. Negelein, ebendaselbst 
152, 309, 1924. — 14) A.J. Virtanen u. V. Klemola, Ann. Acad. Scient. 
Fenn. XXX, 5, 1929, Helsinki. — 15) u. 16) J. Bodndr u. B. Tanké, diese 
Zeitschr. 230, 228, 1931. — 17) H. Buler, K. Myrbdck u. S. Karlsson, 1. ¢. - 
18) F. Demuth, l.c. — 19) Sherman, Thomas u. Baldwin, J. of the Amer. 
Chem. Soc. 41, 231, 1919, zitiert nach H. Euler, K. Myrbdck u. S. Karlsson, 
l.e. — 20) A. I. Virtanen u. V. Klemola, 1. ¢. 21) A. 1. Virtanen, E. Wich- 
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Versuche iiber EiweiBabbau. III. 


Von 


Otto Fiirth. 


Methodische Versuche iiber den Prolin- und Oxyprolingehalt 
einiger Proteine. 


Von 
O. Fiirth und H. Minnibeck. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 22. April 1932.) 


Unter den zyklischen Komplexen des EiweiBmolekiils bereitet das 
Prolin ebenso wie das Oxyprolin einer quantitativen Erfassung die 
gréBten Schwierigkeiten. Es liegen vielerlei Bemiihungen von vielen 
Seiten her vor, um die ringférmigen Kompilexe, die sich am Aufbau der 
Proteine beteiligen, quantitativ zu erfassen. Auch der Eine von uns 
hat sich gemeinsam mit seinen Mitarbeitern seit geraumer Zeit vielfach 
bemiht, hierfiir brauchbare Methoden auszuarbeiten. So wurde das 
Tyrosin durch die Millonsche Reaktion, das Tryptophan durch die 
Voisenet-Reaktion, das Histidin mit Hilfe der Diazoreaktion und 
schlieBlich das Phenylalanin durch oxydative Uberfiihrung in Benzoe- 
siure erfaBt. Fiir den Gehalt der Proteine an Prolin und Oxyprolin 
finden sich aber in der Literatur gréBtenteils nur mit Hilfe der Lster- 
methode gewonnene Werte, welche doch wohl nur als Minimalwerte 
gelten diirfen. Den nambhaftesten Fortschritt in dieser Richtung 
bedeutete die Ermittlung der Stickstoffverteilung nach van Slyke. Hat 
man durch maximale Saurehydrolyse das Tryptophan véllig zerstért 
und in Form schwerléslicher, melaninartiger Produkte beseitigt, hat man 
iiberdieg durch Phosphorwolframsaure sowohl Arginin als auch Histidin 
entfernt, so gibt der ,,Nichtaminostickstoff‘ (also jener Stickstoffteil, 
der nicht aus freien Aminogruppen durch salpetrige Séure als elemen- 
tarer Stickstoff abgespalten werden kann) AufschluB iiber die Summe 
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von Prolin-N + Oxyprolin-N. Die Aufteilung dieser Summe in ihre 
beiden Komponenten begegnet nun freilich den gréBten Schwierigkeiten. 

Nun gibt es aber bekanntlich noch eine andere moderne Methode 
der Aufteilung eines EiweiBhydrolysats in seine Komponenten: Wir 
meinen die Dakinsche Methode der fraktionierten Extraktion der 
Hydrolysate mit Butylalkohol und anderen Alkoholen, wobei sich das 
Prolin vom Oxyprolin durch seine Leichtléslichkeit unterscheidet. 
Den im folgenden mitgeteilten Versuchen lag der Gedanke zugrunde, 
zu priifen, ob es vielleicht durch eine sinngemdBe Kombination dieser 
beiden Methoden und anderer analytischer Hilfsmittel méglich sein kénnte, 
Prolin und Oxyprolin einigermafen voneinander zu sondern und ge- 
trennt zu bestimmen. 

Bevor wir aber auf unsere eigenen Versuche eingehen, diirfte es 
unerlaBlich sein, uns in tunlichster Kiirze eine Ubersicht iiber die 
wichtigsten analytischen Hilfsmittel zu verschaffen, welche auBer der 
alten Estermethode fiir eine Abtrennung des Prolins und Oxyprolins 
derzeit in Betracht kommen. 


1. Uberblick der Wege zur Abtrennung von Prolin und Oxyprolin aus 
Hydrolysengemengen. 


1. Extraktion mit Butylalkohol nach Dakin’. 


Dakin extrahiert die neutralisierten und zum diinnen Sirup eingeengten 
Hydrolysate in einem Extraktionsapparat mit Normalbutylalkohol bei 
einem Druck von 10 mm und einer Temperatur von 45 bis 50°. Zur Extrak- 
tion eines Hydrolysats aus 100g Gelatine waren so etwa 60 Stunden er- 
forderlich. Der Butylalkohol wurde taglich erneuert und die ausfallende 
Kristallmasse abfiltriert. Die vereinigten butylalkoholischen Filtrate 
wurden verdampft und der Riickstand in wenig Athylalkohol aufgenommen. 
Die Lésung enthielt schon ziemlich reines Prolin. Die Ausbeute entsprach 
etwa 9'/,°., der Gelatine. 

Das an sich viel schwerer lésliche Oxyprolin ging dabei aueh teilweise 
in den Butylalkohol iiber. Es wurde meist so vorgegangen, daB der mit 
Butylalkohol erschépfte Sirup hinterher mit Propylalkohol weiter extrahiert 
wurde, welch letzterer das Oxyprolin rasch aufnahm. Die Vakuumextraktion 
wurde deswegen gewahlt, weil angesichts der langen Extraktionsdauer und 
des hohen Siedepunkts des Butylalkohols (137°) bei normalem Druck die 
Gefahr einer sekundiren Bildung von Diketopiperazinen gegeben schien. 


2. Abtrennung als Kupfersalze. 


Sowohl Prolin als Oxyprolin finden sich nach TJ’own? und nach KAla- 
bunde* in jener Fraktion von Kupfersalzen von Aminosaéuren, die sowohl 


t Dakin, J. of biol. Chem. 44, 499, 1920: Abderhaldens Arbeitsmethod. 
Abt. I, Teil 7, S. 42, 48. 1925. 

2 W. Town, Biochem. J. 22, 1080, 1928. 

3 Harriette K. Kiabunde, J. of biol. Chem. 90, 293, 1931. 
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in Wasser als auch in Methylalkohol léslich sind. Nach E. Fischer? ist die 
Kupferverbindung des 1-Oxyprolins léslich in Wasser, aber unléslich in 
Athylalkohol. 


3. Fdllung als Pikrate. 
Sowohl 1-Prolin und racemisches Prolin als auch Oxyprolin geben 


schwerlésliche Pikrate?. Nach Town (l.c.) kann Prolin aus seiner alkoholi- 
schen Lésung fast quantitativ niedergeschlagen werden. 


4. Fdllung als Quecksilberverbindungen. 


Aus alkoholischer, konzentrierter Lésung des Prolins scheidet sich mit 
alkoholischer Sublimatlésung die Quecksilberverbindung  allmahlich 
kristallinisch ab. Sehr vollstandig erfolgt die Fallung des Prolins nach 
C. Neuberg? in methylalkoholischer Lésung durch methylalkoholische 
Quecksilberacetatl6sung beim Erwarmen unter Zusatz von methylalkoholi- 
scher Natronlauge; dagegen erfolgt durch Mercuriacetat unter Zusatz von 
Barytwasser nach Dakin‘ keine Fillung. 


5. Abtrennung mit Alkohol und Cadmiumchlorid, 


Die Trennung von |-Prolin und 1-Oxyprolin aus Rohgemengen kann 
nach Kapfhammer und Eck*® durch einfache Behandlung mit absolutem 
Alkohol nicht quantitativ durchgefiihrt werden. Die alkoholischen Prolin- 
lésungen enthalten immer kleine Anteile an Oxyprolin. Dagegen besteht 
der in absolutem Alkohol unlésliche Riickstand meist aus reinem |-Oxy- 
prolin. Ubrigens ist ganz reines Prolin auch nicht gar so leicht in absolutem 
Alkohol léslich (1,55 g 1-Prolin in 100 cem Alkohol). Alkoholische Cadmium- 
chloridlésung schlagt aus alkoholischer oxyprolinhaltiger Prolinlésung eine 
molekulare Verbindung mit Cadmiumchlorid nieder, wahrend das Oxy- 
prolin in den Mutterlaugen zuriickbleibt. Die Cadmiumverbindung des 
1-Prolins lést sich leicht in Wasser, aber kaum in Alkohol. Wasserige Oxy- 


prolinlésungen geben mit alkoholischer Cadmiumchloridlésung keine 


Fallung. 


6. Quantitative Bestimmung des Prolins als Metallsalz seines Betains. 


Engelandt® het das Prolin mit Dimethylsulfat methyliert und das 
Betain auf dem Wege der Quecksilberverbindung des Chloroplatinats und 
Chloraurats abgetrennt. Er erhielt so aus Gelatine eine Ausbeute von 10,9 °%. 


7. Fdllung von Prolin und Oxyprolin mit Reineckesalz. 


Von besonderer Wichtigkeit fiir die praparative Gewinnung des Prolins 
und Oxyprolins erscheint ihre Abtrennung als schwerlésliche ,,Reineckate** 


1 E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 35, 2660, 1902; vgl. auch 
A. Fodor, Abderhaldens Arbeitsmethod. Abt. 1, Teil 7, S. 913, 1923. 

2 Alexander, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 17, 1905; Kapfhammer u. 
Eck, ebendaselbst 170, 305, 1927. 

3 CO. Neuberg, Verh. d. Deutsch. pathol. Ges. 1904, 8S. 31, zit. Hoppe- 
Seyler-Thierfelder, 9. Aufl., 1924, 8S. 278. 

* Dakin, J. of biol. Chem. 44, 517, 1920. 

5 Kapfhammer u. Eck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 170, 298 u. 304, 1927. 

© Engelardt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 120, 130, 1922. 
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nach Kampjhammer und Eck'. Es ist so z.B. gelungen, aus Gelatine- 
hydrolysaten erst Arginin durch Flavianséure, sodann Histidin und Lysin 
durch Phosphorwolframséure zu beseitigen und schlieBlich Prolin und 
Oxyprolin als Reineckesalze zu fallen. Nach Zerlegung der Salze konnten 
Prolin und Oxyprolin durch Alkohol (s. oben) getrennt werden. Aus 200g 
Gelatine wurden so 8 g Prolin und 14 g Oxyprolin gewonnen. Fiir quanti- 
tative Fallungen ist die Methode nach der Aussage der Autoren ungeeignet, 
da aus einer 5%, igen Prolinlésung nur 84°, aus einer 10°,igen Oxyprolin- 
lésung nur 79%, davon ausfielen. 


Irgendwelche Farbreaktionen, welche etwa zu einer kolorimetrischen 
Bestimmung des Prolins oder Oxyprolins ausgebaut werden kénnten, 
vermochten wir in der Literatur nicht ausfindig zu machen?. 


II. Grientierende Vorversuche an Gelatine-Hydrolysaten. 


Wie wir erwahnt haben, ist Butylalkohol nach Dakin zweifellos ein 
vortreffliches Extraktionsmittel fiir Prolin. Das letztere bleibt auch 
beim Abkihlen eines heiBen Extraktes gelést, wihrend ein groBer Teil 
der Aminosauren, selbst falls sie von dem heiBen Lésungsmittel auf- 
genommen worden waren, beim Erkalten wieder auskristallisiert. 
Manche Aminosauren, insbesondere die Dicarboxylsiuren und Diamino- 
siuren, werden von diesem Lésungsmittel iiberhaupt nicht auf- 
genommen. 

Nun hat aber Dakin nicht etwa zur Trockene gebrachte Eiweib- 
hydrolysate mit Butylalkohol extrahiert. Er hat vielmehr seine ent- 
sprechend vorbehandelten Hydrolysate immer nur zum diinnen Sirup 
eingeengt und diesen mit Hilfe eines bei vermindertem Druck und einer 
niederen Temperatur von 45 bis 50° arbeitenden Fliissigkeitsextraktions- 
apparats ausgezogen. Das Vakuum und die niedere Temperatur sollte 
der Bildung von Diketopiperazinen in der Extraktionsfliissigkeit vor- 
beugen, welche bei der auBerordentlich langen Extraktionsdauer von 
60 Stunden und dariber nicht auszuschlieBen war. Nun sagten wir 
uns, daB man diese auBerordentlich lange Extraktionsdauer und die 


1 Kapfhammer u. Eck, ebendaselbst 170, 294, 1927. Das Reineckesalz 
ist eine Komplexverbindung (vgl. Abbeggs Handb. 6, 270) von der Zu- 
sammensetzung [((SCN), — Cr = (NH,),.)NH,.OH. 

2 Die frithere Meinung, das Oxyprolin gabe mit dem Folin-Denisschen 
Reagens eine Blaufarbung und stére daher die Tyrosinbestimmung (vgl. 
Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 91, 1913), vermochten wir an 
der Hand eines 1-Oxyprolinpraparats von Hoffmann-Laroche keineswegs zu 
bestatigen. Nachdem wir uns durch Kontrollbestimmungen davon dberzeugt 
hatten, daB ein nach den Vorschriften von Folin und Denis hergestelltes 
Reagens innerhalb gewisser Konzentrationsgrenzen richtige Tyrosinwerte 
liefere, ermittelten wir mit seiner Hilfe in reiner kaéuflicher Gelatine einen 
Tyrosingehalt von nur 0.15%, trotzdem doch Gelatine sehr groBe Mengen 
von Oxyprolin enthalt. 
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daraus erwachsenden Nachteile, insbesondere die Gefahr der Ent- 
stehung sekundirer Umwandlungsprodukte, die komplizierte Apparatur 
und Manipulation, vor allem aber auch die Notwendigkeit der Ver- 
arbeitung groBer Proteinmengen (Dakin pflegte mehrere hundert 
Gramm in Arbeit zu nehmen) umgehen kénnte, wenn man die Protein- 
hydrolysate vor der Extraktion zur T'rockne bréchte. Wir gingen nun 
derart vor: 


1. 200 g Gelatine (Marke ,,Silberband*‘) wurden in kleinen Por- 
tionen in heibe Schwefelséure eingetragen, die 250 ccm konz. H,SO, 
im Liter enthielt. Die Hydrolyse wurde durch 24stiindiges Kochen 
unter RiickfluB vollzogen, das Hydrolysat in eine geraéumige Porzellan- 
schale iibertragen und die berechnete Menge von Atzbaryt unter Um- 
riihren portionenweise eingebracht. Es resultierte so eine gegen Lackmus 
stark sauer reagierende, Kongopapier aber nicht mehr blauende Fliissig- 
keit. Es wurde nunmehr abgenutscht, die Baryumsulfatmasse zweimal 
je 3, Stunden lang mit Wasser ausgekocht und immer wieder scharf 
abgenutscht. Die vereinigten Filtrate wurden nunmehr in einer Schale 
eingeengt, mit Phosphorsiure versetzt, bis Kongopapier sich eben 
zu blauen begann, zum Sirup eingeengt, mit 200g Kieselgur ein- 
geriihrt. Die Masse wurde erst am Wasserbad nahezu zur Trockne ge- 
bracht und dann im Trockenschrank bei 110° vollends getrocknet. Es 
resultierten so etwa 330 g (statt 370 g, der Wassergehalt der Gelatine 
hatte 15°, betragen) eines Pulvers (,,Y‘‘). Die wasserfreie Gelatine 
hatte, wie wir feststellten, 18,3%, N enthalten!. Das Pulver Y enthielt 
6,93 % N. 

26,6 g des Pulvers Y entsprachen daher 10 g der urspriinglichen, 
wasserfreien Gelatine mit einem N-Gehalt von 18,3°%, oder 1,83 g N. 

Wir muBten also nur Portionen zu 26,6 g des Pulvers ,,Y“ ab- 
wagen, um einen Hydrolysatanteil in trockener Form in Handen zu 
haben, der genau 10 g wasserfreier Gelatine entsprach. 

Zur Kontrolle wurde eine Portion zu 26,6 g unter Vermeidung von 
Verlusten oft mit Wasser ausgekocht und der N in einem aliquoten 
Teil der Extraktionsfliissigkeit bestimmt. Es resultierten 1,815g N 
(Mittel aus drei Bestimmungen) statt der geforderten 1,83 g N. 


2. Abtrennung der Rohfraktionen des Prolins und Oxyprolins mit 
Butyl- und Propylalkohol. Wir verarbeiteten nun mehrere Portionen 
des Trockenpulvers Y (jede je 10 g wasserfreier Gelatine entsprechend) 
in folgender Weise: Wir kochten zunachst einfach mit Butylalkohol 
aus (mit drei Portionen zu je 100 ccm n Butylalkohols jedesmal '/, Stunde 


1 Paal hatte in reiner Gelatine 18,1°,, Scheerer 18,3°% N gefunden 
(Biochem. Handlex. 4, 181). 
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lang unter Benutzung desselben trockenen Filters). Die vereinigten 
Filtrate blieben einen oder mehrere Tage lang stehen, wobei sich meist 
nur ein sparlicher Niederschlag absetzte. Dieser wurde abfiltriert, und 
der Butylalkohol aus der Lésung im Vakuum beseitigt. Der Riickstand 
wurde nunmehr in absolutem Alkohol aufgenommen, wobei zunachst 
volistandige Lésung erfolgte. Doch schied sich dann bei mehrtagigem 
Stehen aus dem Alkohol noch ein ziemlich reichlicher kristallinischer 
Niederschlag ab. Dieser wurde abfiltriert!, der Alkohol abgedampft, 
der Riickstand in Wasser aufgenommen und die Lésung auf 100 ccm 
aufgefillt. Eine solche Lésung lieBen wir zunichst als ,,Rohprolin- 
fraktion** gelten. Dies ist nicht etwa in dem Sinne zu verstehen, da 
wir gemeint hatten, dieselbe enthalte keine anderen Aminosauren als 
Prolin; davon ist keine Rede! Wir nahmen vielmehr an, daB wenn man 
in einem aliquoten Teile dieser Fraktion einerseits (durch Mikrokjeldahl) 
den Gesamt-N, andererseits aber (durch Mikro-van Slyke) den Amino-N 
ermittle, der als Differenz resultierende Nichtamino-N oder ,,Kern-N“* 
als Prolin-N gewertet werden diirfe. 

Gesamt-N — Amino-N = Nichtamino-N (Kern-N). Da das Prolin 
12,17° N enthalt, ergab Multiplikation mit dem Umrechnungsfaktor 
8,217 den Wert fiir ,, Rohprolin“. 

Um nun weiterhin die Fraktion des Oxyprolins abzutrennen, wurde 
das mit Butylalkohol erschépfte Pulver Y weiterhin mit Propylalkohol 
ausgezogen, welcher das im Butylalkohol schwerlésliche Oxyprolin 
leicht aufnahm. Dreimaliges Auskochen mit 50 bis 100 ccm Propyl- 
alkohol unter Benutzung desselben trockenen Faltenfilters erwies sich 
als ausreichend. Die Filtrate wurden im Vakuum von Alkohol befreit, 
der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen, mit der Lésung der 
Fraktion Q (s. oben, Anmerkung!) vereinigt, auf 100 ccm im MeBkolben 
aufgefiillt. Diese Lésung galt uns als ,,Rohfraktion des Oxyprolins*. 
In einem aliquoten Teile derselben wurde nunmehr wieder die Differenz 


Gesamt-N — Amino-N = Nichtamino-N (Kern-N) 


ermittelt und aus dem Kern-N auf Oxyprolin umgerechnet. Da Oxy- 
prolin 10,68°% N enthalt, war der Multiplikationsfaktor = 9,368. 

Es sei bemerkt, daB wir es nicht unterlassen haben, uns vom richtigen 
Funktionieren der Mikro-van Slyke-Apparatur durch wiederholte Ana- 
lysen reiner Aminosaduren des 6fteren zu iiberzeugen. 


1 Dieser Niederschlag konnte mdglicherweise etwas Oxyprolin ent- 
halten. Er wurde mit Methylalkohol extrahiert, welcher Oxyprolin zu lésen 
vermag, die filtrierte Lésung von Methylalkohol befreit, der Riickstand in 
wenig Wasser aufgenommen und mit der Hauptfraktion des Oxyprolins 
(s. unten) vereint (Q). 
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3. Extraktionsapparat und Cadmiumchloridfiilung. Wir bemiihten 
uns nun, unser Fraktionierungsverfahren nach verschiedenen Richtungen 
hin auszugestalten. 


Zunachst ersetzten wir die etwas primitiven Auskochungsprozeduren 
mit Butyl- und Propylalkohol durch die Anwendung eines Sozhlet- 
A pparates, der derart eingerichtet war, daB die heiBen Alkoholdimpfe 
die das Pulver Y aufnehmende Extraktionshiilse direkt umspiilten. 
Unsere urspriingliche Absicht, den Extraktionsapparat zu evakuieren, 
um so den hohen Siedepunkt des Butylalkohols herunterzudriicken, 
muBten wir aufgeben, weil es uns nicht gelingen wollte, einen derartig 
evakuierten Apparat zum regelmaBigen automatischen Funktionieren 
zu bringen. Auch nachdem wir vom Vakuum Abstand genommen 
hatten, bedurfte es vieler Miihe, um durch Druckdifferenzen verursachte 
Stockungen mittels einer entsprechenden Heberkonstruktion zu_ver- 
meiden. 

Eine weitere Verbesserung erzielten wir durch Einschaltung einer 
Fallung mit Cadmiumchlorid. Wir konnten nicht dariiber im unklaren 
bleiben, daB die durch Butylalkohol gewonnene Rohfraktion des Prolins 
noch erhebliche Mengen Oxyprolins beigemengt enthielt, so daB man 
Gefahr lief, zuviel Prolin und dafiir zuwenig Oxyprolin zu finden. 
Auch Kapfhammer und Eck heben ausdriicklich hervor, daB das reine 
Oxyprolin zwar in Alkohol kaum léslich ist, daB aber alkoholische 
Lésungen von Rohprolin etwas Oxyprolin aufzunehmen pflegen. Ver- 
setze man nun aber ein derartiges Gemenge mit alkoholischer Chlor- 
cadmiumlésung, so falle das |-Prolin als molekulare Cadmiumchlorid- 
verbindung aus, wahrend das |-Oxyprolin in den Mutterlaugen verbleibt. 
Bei einem derartigen Versuch mit in absolutem Alkohol geléstem 
1-Prolin fanden die Autoren 92°, davon im Niederschalg. 


Wir konnten uns davon iiberzeugen, daB absolut-alkoholische Lésungen 
von |-Prolin (Ho/fmann-La Roche) bei Konzentrationen von 0,5, 0,3, 0,25 
und 0,20 °%,, aber nicht mehr bei 0,17 ©, auf Zusatz einer gesattigten alkoholi- 
schen Chlorcadmiumlésung reichliche Fallungen gaben. Doch erwiesen 
sich dieselben sowohl in einem sehr groBen Uberschu8 des Fallungsmittels 
als auch in Saéuren (wenige Tropfen Essigsdure geniigten!) unschwer léslich. 
Wir zogen daraus die fiir uns wichtige Lehre, daB man bei derartigen Fdllungen 
auf strenge Neutralitat und auf Vermeidung eines Cadmiwmiiberschusses 
genau zu achten habe. Bei Nichtbeachtung dieser Bedingungen geschah es 
einige Male, daB wir mit Cadmiumchlorid iiberhaupt keine Prolinfallung 
erhalten haben. 


0,23 g 1- bzw. d,1l-Prolin (Hoffmann-La Roche) wurden in 1l5cem 
absoluten Alkohols unter Erwarmen gelést, die heiBe Lésung mit 30 cem 
alkoholischer, kaltgesattigter Cadmiumchloridlésung versetzt, gemaB den 
Angaben Kapfhammers bis zur Klarung erwarmt, sodann fiir 12 Stunden 
in den Eisschrank gestellt. Die Fallung wurde abfiltriert, mit absolutem 
Alkohol gewaschen und der Niederschlag bzw. das Filtrat kjeldahlisiert. 
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n Es fanden sich statt 
n 0,23 g 1-Prolin 0,212 g, d.i. 92,1%, 
0,23 g .. 0,205 g, d.i. 89,1%, } Mittel 90,9°%, 


0,23 ¢ d,l-,, 0,210g, d.i. 91,3% 


Es ergab sich scnach eine volle Ubereinstimmung mit Kapjhammers An- 
gaben. Dort, wo Prolin auf Grund der Cadmiumchloridfdllung berechnet 
a wird, diirfte ein 10°,iger Zuschlag berechtiqt erscheinen und uns der Wahrheit 
3 vermutlich ndaherbringen. 


' Wir gingen nunmehr derart vor, daB wir aus dem das ganze Prolin 
; enthaltenden Butylalkoholextrakt den Butylalkohol beseitigten, den 
g Riickstand in absolutem Alkohol aufnahmen, die alkoholische Lésung 
. wie oben bei neutraler Reaktion und unter Vermeidung eines Cadmium- 
“3 iberschusses ausfallten. Der abgetrennte Niederschlag wurde in Wasser 
4 gelést, die Lésung auf ein bestimmtes Volumen gebracht. In aliquoten 
| Teilen wurde der Gesamt-N sowie der Amino-N nach van Slyke be- 
stimmt. Die Differenz Gesamt-N -—- Amino-N = Nichtamino-N wurde 


r als Prolin-N betrachtet und daraus der ,,korrigierte Prolinwert™ er- 
n rechnet. Das oxyprolinhaltige Filtrat der Cadmiumfallung wurde analog 
$ behandelt: Die Differenz Gesamt-N — Amino-N =: Nichtamino-N 


wurde hier als Oxyprolin-N betrachtet und daraus der Oxyprolinrest 
, errechnet, der sich bei der Butylalkoholextraktion dem Prolin bei- 
p gemengt hatte. Die Hawptfraktion des Oxyprolins fand sich aber im 
> Propylalkoholextrakt, der ausdem mit Butylalkohol erschépften Pulver Y 
. erhalten worden war. Auch hier wurde die Differenz Gesamt-N — Amino-N 
. nach van Slyke = Nichtamino-N (Kern-N) der Rechnung zugrunde gelegt. 
- Die Summe Hauptfraktion des Oxyprolins + Oxyprolinrest ergab 
den ,,korrigierten Oxyprolinwert*. 

Die friihere Vernachlassigung oder ungeniigende Durchfiihrung 
dieser Korrekturen muBte zu hohe Prolinwerte bei zu niedrigen Oxy- 
prolinwerten ergeben, z. B. Prolin 10,93, 12,73, 11,75%,. 

Wir fanden nunmehr bei drei véllig gesondert durchgefiihrten 
Analysen (jede mit 26,6g des Pulvers Y entsprechend 10g wasser- 
) freier Gelatine) 

Prolin ... 887%  9,04%! 7,72%, Mittel 8,54, 
Oxyprolin . . 19,60%,  17,69°%,  18,73%, ~ +000 we 
Summe . . . 28.47%  26,73% 26,45%, a ae Se 





Dakin® hatte fiir Gelatine gefunden 
PR ae wie Ss oot e yy 
CRO sk ca Set ck TG 


23,6 %, 


! Bei diesem Versuch war der Butylalkoholextrakt iiberdies durch eine 
unvollstandige Phosphorwolframsaurefaillung gereinigt worden. 

2 Vgl. A. Weil, Abderhaldens Arbeitsmethod. Abt. I, Teil 7, 8. 48 u. 50, 
1923. 
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Schlagt man zu unserem mittleren Prolinwert von 8'/,°% die 
durch die unvollstandige Cadmiumchloridfallung berechtigte 10° ,ige 
Korrektur zu (8,54 + 0,85), so gelangt man zu einem mit der Dakin- 
schen Prolinzahl nahezu identischen Wert". 

Die nahere kritische Betrachtung dieser Resultate hat nun aber 
weiterhin folgendes ergeben: 

Nach Donald D. van Slyke? enthalt fiir Gelatine das Filtrat, welches 
nach Ausfallung aller Basen mit Phosphorwolframsaure resultiert, 
14,9°, des Gesamt-N als Nichtamino-N, d.i. als Summe von Prolin-N 
+ Oxyprolin-N. 

Nun haben unsere Analysen als Mittelwerte fiir die Gelatine einen 
Gehalt von 8,54°, Prolin und 18,67°,, Oxyprolin ergeben. Rechnet 
man nun aus, wieviel Prozent vom Gesamt-N der Gelatine (= 18,3°,) 
die Richtigkeit dieser Zahlen vorausgesetzt, auf die Summe von Prolin-N 
+ Oxyprolin-N entfallen miiBten, so kommt ein Wert von 16,5°% 
zutage, also ein erheblich héherer Wert als der Quote van Slykes 
(= 14,9°,) entspricht. 

Wir haben daraus erschlossen, daB wir obige Werte noch nicht 
als definitive betrachten diirften, daB sich vielmehr anscheinend ent- 
weder in unsere Prolin- oder in unsere Oxyprolinfraktionen Bei- 
mengungen eingeschlichen haben muBten, die unsere Resultate falschten 
und iiber die wir nicht einfach hinwegsehen konnten. Wir muBten uns 
vielmehr bemiihen, weitere Reinigungsprozeduren einzuschalten. 


III. Weitere Versuche an Gelatine-Hydrolysaten. 


1. Phosphorwolframsdurefdllung. 


Als gangbarer Weg zur Beseitigung stérender Substanzen aus Prolin- 
und Oxyprolinfraktionen erschien uns die Ausfallung derselben mit Phosphor- 
wolframsdure. Doch muBten diesbeziiglich erst einige in der Literatur vor- 
liegende Widerspriiche aufgeklart werden: van Slyke findet das Prolin 
und Oxyprolin vollstaéndig in den Phosphorwolframsaurefiltraten und basiert 
darauf seine Analysenmethode. Nach Kapfhammer und Eck dagegen (I. c.) 
soll aus 1- bis 2°,igen Prolin- und Oxyprolinlésungen ein erheblicher Anteil 
ausgefallt werden. Thimann® wiederum, der sich mit der EiweiBbasenfallung 


' In der Literatur findet sich noch eine Angabe iiber den Prolin- und 
Oxyprolingehalt der Gelatine: Hilde L. Kingston u. Schryver (Biochem. J. 
18, 1073, 1926) hatten sich bemiiht, die (von Buston und Schryver modifi- 
zierte, fiir quantitative Zwecke sicherlich véllig ungeeignete) Carbamat- 
Methode den Zwecken der Prolinanalyse dienstbar zu machen. Sie fanden, 
da8 Gelatine angeblich 14,8°, ihres Gesamt-N als Prolin-N und 11,2°, 
als Oxyprolin-N enthalte. Rechnet man diese Zahlen um, so gelangt man 
zu exorbitanten Werten (22°) fiir Prolin, wihrend das Oxyprolin mit 19°% 
unserer obigen Mittelzah! nahesteht. 

2 D.D. van Slyke, Abderhaldens Arbeitsmeth. Abt. 1, Teil 7, 8.71, 1923. 

3 Thimann, Biochem. J. 24, 368, 1930. 
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sehr eingehend befaBt hat, findet, daB, wahrend Arginin und Histidin leicht 
und fast volistandig von Phosphorwolframsaéure ausgefallt wird, Prolin nur 
aus sehr hohen Konzentrationen und dann nur recht unvollstandig ausfallt. 


Wir konnten nun folgendes feststellen: Lésungen von |-Prolin (Hoff- 
mann-La Roche) in 5°%iger Salzsiure, gaben mit Phosphorwolframsaure, 
wenn die Prolinkonzentration 2,0, 1,5 und 1°), betrug, praktisch momentan 
keinerlei Fallungen. LieB man die Proben | Tag lang stehen, so fanden sich 
allerdings in den 2- und 1,5°% igen Proben reichliche kristallinische Ab- 
scheidungen, in der 1°,igen Probe nur mehr ganz vereinzelte Kristallchen, 
Proben mit 0,75, 0,50 und 0,25°, Prolin gaben aber iiberhaupt keine Ab- 
scheidungen mehr. Man kann die Gefahr von Prolinverlusten bei der 
Phosphorwolframséurefallung also sicherlich umgehen, wenn man fir 
entsprechend verdiinnte Lésungen sorgt und sich im itibrigen an die vielbewdahrten 
Vorschriften des van Slykeschen Trennungsverfahrens halt. 


2. Van Slyke-Verjahren. 


Wie wir angefiihrt haben, hat (s. oben) van Slyke fiir Gelatine den 
Wert des im Phosphorwolframsaurefiltrat enthaltenen Nichtamino-N, 
welcher die Summe des Prolin-N + Oxyprolin-N umfaBt, mit 14,9°, 
des Gesamt-N festgestellt. 


Wir gingen nunmehr daran, diese Standardzahl unsererseits zu 
verifizieren. 


20g wasserhaltiger Gelatine (mit 15°, Wassergehalt und einem 
N-Gehalt, auf wasserfreie Gelatine berechnet, von 18,2°,,) wurden 
30 Stunden lang mit dem 20fachen Volumen 20°, iger Salzsiure hydro- 
lysiert. Das Hydrolysat wurde im Vakuum bei 90° zum Sirup gedampft. 
Dann wurde auf | Liter aufgefiillt, ein aliquoter Teil (10 g wasserhaltiger 
Gelatine entsprechend) mit 200 eem Kalkmilch, 200 cem Alkohol und (zur 
Verhiitung des Schiumens) mit ein wenig Octylalkohol versetzt und zwecks 
Entfernung des Ammoniaks im Vakuum bei 40° eingedampft. Nunmehr 
wurde filtriert, chlorfrei gewaschen und das mit dem Waschwasser ver- 
einigte Filtrat auf 200 ccm eingeengt. Weiterhin wurden 30 g Phosphor- 
wolframsaéure (Merck) in wenig Wasser gelést, und 36ccm konzentrierte 
Salzsiure hinzugefiigt, auf 500 ccm aufgefiillt, der ausgefallene Nieder- 
schlag durch Erwarmen in Lésung gebracht und die Lésung fiir 1 Tag in 
den Eisschrank gestellt. Sodann wurde von der Abscheidung abfiltiert, mit 
Wasser, das 2'/,°{, Phosphorwolframsaéure und 3'/,°, Salzséure enthielt, 
calciumfrei gewaschen. Das mit den Waschwassern vereinigte Filtrat wurde 
mit Natronlauge alkalisch, mit Essigsiure wieder sauer gemacht und im 
MeBkolben auf 250 ccm aufgefiillt. 


In dieser Lésung wurde nun in aliquoten Teilen und durch Doppel- 
bestimmungen die Differenz Gesamt-N minus Amino-N nach van Slyke 
= Nichtamino-N (Kern-N) mit 2,60°, der wasserfreien Gelatine oder 
14,3%, des Gesamt-N der Gelatine (18,2°,,) ermittelt. 


Ein Parallelversuch, wiederum mit 20 g wasserhaltiger Gelatine, 
yY 4 


ergab den Kern-N (also die Summe von Prolin-N + Oxyprolin-N) mit 
2,73%, der wasserfreien Gelatine oder 15,0°, des Gesamt-N der Gelatine. 








SIA 


SETTER RATES 


28 O. Fiirth u. H. Minnibeck : 


Es resultierte sonach fiir die Summe von Prolin-N + Oxyprolin-N 
4,3 
poe 14,65%, des Gesamt-N der Gelatine als Mittelwert in sehr guter 
Ubereinstimmung mit dem analogen von van Slyke ermittelten Wert 
von 14,9°%. 

Ein aliquoter Teil des Phosphorwolframsaurefiltrats wurde mit Kieselgur 
erst am, Wasserbad, dann im Trockenschrank bei 110° zur Trockne gebracht, 
im Soxhlet mit Butylalkohol erschépft, der Butylalkohol im Vakuum be- 
seitigt und der Riickstand in Wasser gelést. Die in einem aliquoten Teile 
ermittelte Differenz Gesamt-N minus Amino-N = Kern-N, auf Prolin 
umgerechnet, ergab noch immer einen viel zu hohen Wert von 12'/,°%,. 
Es zeigte sich sonach, da8 trotz Beseitigung stérender Substanzen, ins- 
besondere von Diaminosaéuren. durch die Phosphorwolframsaurefallung, 
sich offenbar noch immer erhebliche Mengen von Oxyprolin dem Prolin 
bei der Butylalkoholextraktion beigemengt hatten. 


3. Verbessertes Verfahren: Prolin-N, ermittelt als Differenz zwischen Kern-N 
des Phosphorwolframsdurefiltrats und des Oxyprolin-N. 


Wir kehrten nunmehr wieder zu unserem Trockenpulver Y zuriick. 
26,6g davon (entsprechend 10g wasserfreier Gelatine) wurden 
2'/, Stunden lang mit Butylalkohol extrahiert, der Butylalkohol aus 
der Extraktionsfliissigkeit im Vakuum beseitigt, der sirupése Riick- 
stand in absolutem Alkohol unter Erwarmen gelést, die Lésung auf 
100 ccm aufgefiillt. Davon wurden 10 ccm (entsprechend | g Gelatine) 
bis zum Verschwinden der Eigenfarbung auf etwa 250 ccm mit Alkohol 
verdiinnt. Dann fiigten wir einen Tropfen Phenolphthaleinlésung und 
alkoholische Natronlauge bis zur eben beginnenden Rotfarbung hinzu. 
Nunmehr wurde der Alkohol wieder véllig verdampft, der Riickstand 
in etwa 5 ccm heiben, absoluten Alkohols leicht gelést. So war der 
Bedingung der Neutralitat fiir die nunmehr folgende Chlorcadmiumfallung 
Geniige geleistet. Weiterhin wurde diese unter méglichster Vermeidung 
eines Uberschusses mit heiBgesittigter alkoholischer Chlorcadmium- 
lésung im Zentrifugierglas durchgefiihrt. Der Niederschlag entsprach 
der Prolinfraktion. Die Mutterlauge wurde durch Zentrifugieren vor- 
sichtig beseitigt. Diese Mutterlauge entsprach der Restfraktion des 
Oxyprolins. 

Aus dem mit Butylalkohol erschépften Pulver Y wurde durch 
2!/,stiindige Extraktion mit Propylalkohol die Hauptfraktion des Oxy- 
prolins gewonnen. Nach Beseitigung des Propylalkohols im Vakuum 
wurde der Riickstand in Wasser aufgenommen, im MeBkolben auf 
100 ccm aufgefiillt. 10 ccm dieser Lésung (entsprechend 1 g Gelatine) 
wurden entnommen und mit der (gleichfalls 1 g Gelatine entsprechenden) 
Restfraktion des Oxyprolins vereinigt. Die vereinigten Fraktionen 
wurden eingeengt und unter genauer Einhaltung der Vorschriften 
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van Slykes mit Phosphorwolframsdure ausgefallt: 20 ccm der Lésung 
wurden mit 3 g Phosphorwolframsaure in wenig Wasser gelést und mit 
3,6cem konz. Salzsiure versetzt, auf 50 ccm aufgefiillt, der Nieder- 
schlag unter Erwarmen gelést, durch Einstellen in Eis wieder zur Aus- 
scheidung gebracht, 24 Stunden im Eisschrank belassen, abfiltriert, 
mit einem Gemenge von 2'/,°,,iger Phosphorwolframsaure und 3!/,°,,iger 
Salzsiure nachgewaschen. Nunmehr wurden alle Filtrate vereinigt, im 
Vakuum eingeengt und im MeBkolben auf 100 ccm aufgefiillt, welche 
Menge wiederum 1 g Gelatine entsprach. 

Je 10 cem dieser Lésung (entsprechend 0,1 g Gelatine) wurden nach 
Kjeldahi verbrannt (20 Stunden Kochdauer) und der van Slyke-Prozedur 
unterworfen. 

Dieser ganze Analysengang (ausschlieBlich der gemeinsamen 
Butylalkoholextraktion) wurde in drei ganz getrennten Parallelversuchen 
durchgefiihrt; von jeder Analyse wurden iiberdies Doppelbestimmungen 
angesetzt. Die folgenden Zahlen beziehen sich auf je 1g Gelatine. 


Gesamt-N minus Amino-N nach van Slyke . . = Kern-N (Oxyprolin-N) 


a) 0,0230 (Mittel a. Doppelbest.) . . . 0,0073 = 0,0157 
b) 0,0285( ,,_ ,, és ) . .0,0110 = 0,0175 0,0166 g 
ce) 0,0240( .. vn ) . . 09,0075 = 0.0165 


Die Menge des Oxyprolin-N betrug sonach fiir 1 g Gelatine 0,0166 g. 
Fir 100g 1,66g. Daraus resultiert 1,66 . 9,363 = 15,54 g Oxyprolin. 

Es ergibt sich sonach fiir die Gelatine ein Oxyprolingehalt von 15,54. 

Der Prolin-N wurde auf Grund des van Slyke-Verfahrens aus dem 
vorangehenden Versuch III, 2 als Differenz des gesamten Kern-N des 
Phosphorwolframsaurefiltrats minus Oxyprolin-N ermittelt: 
2,60) 
2,73) 
Mittel 2,66 Kern-N, welcher der Summe von Prolin-N + Oxyprolin-N 
entspricht. Den letzteren haben wir soeben mit 1,66° ermittelt. Es 
ergibt sich sonach: 


100 g Gelatine enthielten im Phosphorwolframsaurefiltrat 


Prolin-N = 2,66% — 1,66°%, 1,00 % ‘und 
Prolin mit 1,00 ~ 8.217% = 8,22%. 


Wir gelangen also zu dem SchluBergebnis. Die wasserfreie Gelatine 
enthielt: 
8,22°(, Prolin 
15,54 0? Oxyprolin 
23,76 %, 


Dakin hatte gefunden: 
9,5°, Prolin 
14,1°%, Oxyprolin 


23.6%, 
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Beriicksichtigen wir aber, daB unsere Prolinwerte auf einer 
Cadmiumchloridfillung beruhen, daB eine solche aber (nach Kapf- 
hammers und unseren eigenen iibereinstimmenden Befunden) nur 
rund 90 °%, des Prolins ergibt, so kénnen wir unsere Werte entsprechend 
korrigieren : 


Prolin 8,2% +0,8% = 9,0% 
Oxyprolin 15,5% — 0,8% = 14,7°%, 
23,7% 


So gelangen wir zu einer fast vélligen Ubereinstimmung mit Dakin, 
die doppelt erfreulich ist, wenn man bedenkt, auf wie ganz anderem, 
weitem Wege wir zu diesem Resultat gelangt sind: Wir méchten noch 
auf den Umstand verweisen, daB das Dakinsche Verfahren in seiner 
urspriinglichen Form fiir groBe EiweiBmengen von mehreren hundert 
Grammen bestimmt war, daB es eine komplizierte Apparatur und eine 
mehrtagige Extraktionsdauer erfordert. Wir sind zu den gleichen 
Ergebnissen mit Hilfe eines Soxhlet-Apparates, ausgehend von nur 
10 g EiweiB, gelangt. Doch kénnte diese EiweiBmenge im Bedarfsfalle 
ohne Schwierigkeit noch vielfach vermindert werden, da die Einzel- 
prozeduren, wie wir gesehen haben, ja mit Fraktionen ausgefiihrt worden 
sind, die nur je 1 g Gelatine oder weniger entsprachen. 


IV. Versuche an Zein-Hydrolysaten. 


Wir wahlten das Zein als Beispiel eines an Prolin reichen, an Oxy- 
prolin dagegen armen oder davon freien pflanzlichen Protein. Osborne 
und Clapp’ haben darin 6,53°, Prolin gefunden; eine spatere Analyse 
von Osborne und Jones? hatte Prolin 9,04%,' bei Fehlen des Oxyprolins 
ergeben. Ein anscheinend reines Zeinpraparat® lieferte uns als Mittel 
16,09°%, N, wahrend Literaturangaben gemaiB‘* ein N-Gehalt von 
16,13 °%, zu erwarten war. 

10 g Zein wurden 30 Stunden lang mit 20°, iger Salzséiure hydrolysiert. 
Diese im Vakuum gr6Btenteils entfernt, der Sirup in Wasser gelést, mit 
Kalkmilch alkalisch gemacht und durch Vakuumdestillation von Ammoniak 
befreit. Nunmehr wurde abfiltriert, chlorfrei gewaschen, das mit den 
Waschwassern vereinigte Filtrat eingeengt und auf ein bestimmtes Volumen 
gebracht. Ein aliquoter Teil davon, entsprechend 3,1 g Zein, wurde nach 
den Vorschriften von van Slyke mit Phosphorwolframsdure gefallt und im 
Filtrat die Differenz Gesamt-N minus Amino-N = Kern-N_ bestimmt. 
Es ergab sich in Doppelanalysen, entsprechend je 3,1 g Zein aaa 0,034 g 


Kern-N, sonach fiir 100 g Zein 1,097°, Kern-N. Unter der Voraussetzung, 


! Osborne u. Clapp, Amer. J. of Phys. 20, 477, 1908. 
2 Osborne u. Jones, ebendaselbst 26, 212, 1910. 

3 Bezogen vom British Drug-House Ltd. London. 

* Abderhaldens Biochem. Handlex. 4, 43. 
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-r da8B kein Oxyprolin vorhanden ware, wiirde sich daraus ein Gehalt von 
f- 1,097 . 8,217 = 9,01°,, Prolin ergeben, was mit den Analysenwerten von 
Osborne und Jones iibereinstimmt. 

Um nun aber festzustellen, ob Oxyprolin wirklich abwesend sei, wurde 
d ein Hydrolysat, entsprechend 7,992 g Zein, durch Kalkmilch von Ammoniak 
(wie oben) befreit und das Filtrat mit Kieselgur zur Trockne gebracht. 
Darauf folgten Extraktionen mit Butylalkohol und Propylalkohol. jede 
1'/, Stunden lang, bis der im Soxhlet ablaufende Alkohol nicht mehr gefarbt 
erschien. Der weitere Vorgang war der gleiche wie beim Gelatineversuch ITT, 3. 
Nur wurde hier die Cadmiumchloridlésung heiB zugesetzt, wobei aus der 
schwach alkalischen Fliissigkeit zuerst Cadmiumhydroxyd ausfiel, dieses 


:, 
‘ wurde abfiltriert, nachgewaschen, das Filtrat im Vakuum eingedampft, 
, in wenig heiBem Alkohol gelést und die vermutungsweise ungefihr er- 
h forderliche Cadmiumchloridmenge zugesetzt. Das Filtrat der Cadmium- 
T chloridlésung (,,Restfraktion des Oxyprolins’) wurde mit dem Propyl- 
t alkoholextrakt (,,Hauptfraktion des Oxyprolins‘) vereinigt und nunmehr 
2 die Differenz Gesamt-N minus Amino-N = Kern-N in Doppelbestimmungen 
" ermittelt; fiir je 1 g Zein Gesamt-N minus Amino-N = Kern-N 
0,0150 — 0,0130 0,0020 g | F 

ir . ~ rN 
d 0,0155 — 0.0140 — 0.0015 g | Mittel 0,0018 ¢ N 
;. d.i. 100 g Zein, 0,18 g Oxyprolin-N oder 1,68°,, Oxyprolin. 
a 100 g Zein wiirden demnach enthalten: 1,097°,, oder abgerundet 

1,10°,, Kern-N 

0,18°,, Oxyprolin-N 

0,92°%, Prolin-N oder 0,92. 8.217 = 7,56°,, Prolin-N. 
: Also wiirde das Zein 
e eae | e 

Samer 

8 . 
| 9,24°%, 
n enthalten. 


Auch wenn man mit Riicksicht auf die Unvollstandigkeit der 
Chlorcadmiumfallung dem Prolin eine 10°%,ige Korrektur auf Kosten 
t des Oxyprolins zubilligt, stellt sich die Relation noch immer etwa auf 


; 84°. Prolin 
0.8°, Oxyprolin 
n : " 
h 9,2%, 
1 ° ° . oe . oe . 
| | und es bleibt immer noch ein Rest fiir das Oxyprolin iibrig. 
z 


Zusatz von Prolin und Oxyprolin zu Zeinhydrol ysaten. 


Versuch A. 


Ein Hydrolysat, entsprechend 2,917 g Zein, wurde versetzt mit 
0,145 g Oxyprolin und mit 
0,250 g¢ Prolin 


Summa 3,312 g 
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Die Analyse wurde wie oben durchgefiihrt, und zwar von der Cadmium- 
fallung angefangen in drei gesonderten Parallelversuchen. Es ergaben sich 
also Mittelzahlen (unter Zugrundelegung obiger Relation von 7,56°,, Prolin 
und 1,68°, Oxyprolin). 

Oxyprolin: berechnet 0,1953 g 
gefunden 0,2082 g 


0,0129 g; d.i. ein Fehler von + 7°% 


Prolin: berechnet 0,4676 g 
gefunden 0,4528 g 


0,0148 g; d.i. ein Fehler von — 3°% 


Versuch B. 
Ein Hydrolysat, entsprechend 2,794 g Zein, wurde versetzt mit 


0,200 g Oxyprolin und mit 
0,201 g Prolin 


Summa 3,195 g 
Auch diese Analyse, wie oben in drei Parallelversuchen durchgefiihrt, 
ergab: 
Oxyprolin: berechnet 0.2488 g 
gefunden 0,2662 g 


0,0174 g; d.i. ein Fehler von + 7°, 
Prolin: berechnet 0,4086 g 


0,0155 g; d.i. ein Fehler von 4°, 
' 


V. Versuche an Caseinhydrolysaten. 


Die Literaturangaben iiber den Prolin- und Oxyprolingehalt des Caseins 
lauten recht widersprechend. Osborne und Quest! berechneten Prolin-N 
+ Oxyprolin-N mit 0,82 + 0,03 = 0,85°, und Prolin + Oxyprolin mit 
6,70 + 0,23 = 6,93°%,. Engeland? war durch sein Methylierungsverfahren 
(s.,oben 1. 6) zu einem ahnlichen Prolinwert von 6,7°, gelangt. van Slyke* 
fand den Non-Amino-N im Basenfiltrat des Caseins — 7,13 °, des Gesamt-N ; 
das bedeutet einen Gehalt von 1,09°%, Non-Amino-N oder (umgerechnet 
auf Prolin etwa) 8,9 °, fiir die Summe Prolin + Oxyprolin. In einer spaiteren 
Arbeit haben dann Hiller und van Slyke* den Non-Amino-N nach zwei 
verschiedenen Methoden ermittelt: einerseits in der gewéhnlichen Art als 
Differenz zwischen Gesamt-N und Amino-N, andererseits aber auch auf 
indirektem Wege, wobei der Amino-N durch salpetrige Saure beseitigt, 
diese aber mit Hilfe von verkupfertem Zink unschadlich gemacht wurde. 


1 Th. B. Osborne u. H. H. Quest, J. of biol. Chem. 9, 336, 352, 1911: 
..van Slyke (ebendaselbst 9, 206, 1911) obtained 6,7°, of Proline from 
casein as estimated from the non-amino-N soluble in alcohol and Engeland 
likewise obtained 6,7°, by means of N-methylhygrinic acid“. 

2 Engeland, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 42, 2962, 1909. 

3 D. D. van Slyke, J. of biol. Chem. 16, 538, 1913/18. 

4 A. Hiller u. D. D. van Slyke, ebendaselbst 39, 486, 1919. 

5 Vgl. Hoppe-Seyler-Ticrfelder, 9. Aufl., S. 588. 
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Das eine Mal resultierte 8,12°,, das andere Mal 7,97°,, Non-Amino-N, in 
Prozenten vom Gesamt-N des Caseins gerechnet. Das bedeutet im Casein 
1,25°., Non-Amino-N oder (als Prolin umgerechnet) 10,2°,, fiir die Summe 
Prolin + Oxyprolin. 

Wir gingen nun so vor, daB wir 100g Casein Hammarsten (mit 
einem Stickstoffgehalt von 15,42°,,) genau so hydrolysierten und mit 
Kieselgur verarbeiteten, wie es in Versuch II, 1 mit Gelatine geschehen 
war. Wir erhielten so ein Trockenpulver Y, von dem je 26,4 g je 10g 
Casein entsprachen. 

Ein solcher Anteil wurde mit Wasser und Kalkmilch !/, Stunde im 
Vakuum destilliert; dann wurde filtriert, nachgewaschen, eingeengt, 
mit Salzsdure angesdéuert und nach van Slyke mit Phosphorwolframsdure 
ausgefallt. Das Filtrat von dieser Faillung wurde mit Natronlauge neu- 
tralisiert, mit Essigsiure angesiuert, im Vakuum eingeengt und auf ein 
bestimmtes Volumen gebracht. Die Differenz Gesamt-N minus Amino-N 
= Kern-N ergab sich in zwei unabhangig voneinander durchgefiihrten 
0949 | 0 945 N fi ‘asein; dies 
0,940 | 2945 8 N fur 100 g Casein; dieses (umgerechnet 
auf Prolin) ergibt einen Naherungswert von 7,76°,, fiir die Summe von 
Prolin +- Oxyprolin, welche in der Mitte zwischen den analogen Zahlen 
von Osborne und Quest (6,7°,) und van Slyke (8,9°,) steht. 

Wir gingen nun weiter daran, diese Summe zwischen Prolin und 
Oxyprolin mit Hilfe der Cadmiumchloridfallung aufzuteilen. Zu diesem 
Zwecke wurde die Phosphorwolframsiure mit Baryt und dieser mit 
Schwefelsiure beseitigt. Das farblose Filtrat neutralisiert und auf 
500 cem gebracht. Davon aliquote Teile weiter, wie in friiheren Ver- 
suchen, analysiert. 


Versuchen mit 


Es resultierte: 
NS is WKS. eee el ee 
oo Se ee ee ee ee 


720 
4,46 °% 


Es wurden weiterhin zwei Zusatzversuche ausgefiihrt: 
a) Zusatz von Oxyprolin, entsprechend 8,00°,, vom Caseingewicht 
YI I ) 
b) by » Prolin, - 2.94%. wo 
Oxyprolin, o° 8.00% 


Nach Abzug des Zusatzes resultierte fiir 


a) 5,20°,, Prolin ) 4,99°(, Prolin in ausreichender Ubereinstimmung mit 
b) 4.78%  » J obigem Werte von 5,16 °%. 
Falls wir auch hier fiir die Cadmiumfallung geiibte 10° ,ige Korrektur 
gelten lassen wollen, wiirden obige Werte etwa lauten: 


Es kk oes o we 6 6 ee 
es GG We 6S Ss Bp 
7,8° 


Biochemische Zeitschrift Band 250. 3 
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Damit waren wir am Ende unserer Ausfiihrungen angelangt. Wir 
méchten, um Mibverstindnissen vorzubeugen, ausdriicklich hervor- 
heben, daB wir unsere Versuche nur als tastende Bemiihungen, der 
Wahrheit naherzukommen, ansehen und daher auch unsere Resultate 
keineswegs als definitive betrachtet wissen méchten. Vergegenwartigt 
man sich den Umstand, daB die zugrunde liegenden Trennungsmethoden 
nicht nur durchaus unspezifischer Art, sondern nichts weniger als 
haarscharf sind, so versteht es sich von selbst, daB unsere Resultate 
eine Korrektur zu gewartigen haben, sobald es einmal gelungen sein 
wird, das Prolin und Oxyprolin durch spezifische Bestimmungsmethoden 
zu erfassen. 

VI. Zusammenfassung. 


1. Es wird tiber mannigfach variierte Versuche berichtet, das 
Prolin und Oxyprolin durch Kombinationen der van Slyke-Methode 
(Bestimmung des Nichtamino-N aus Phosphorwolframsaurefiltraten) 
mit dem Dakinschen Verfahren der fraktionierten Extraktion von 
EiweiBhydrolysaten mittels Butyl- und Propylalkohol sowie mit der 
Cadmiumchloridfdllung des Prolins nach Kapfhammer und Eck zu- 
mindest annihernd quantitativ zu erfassen. Die dabei geiibten 
Trennungsmethoden bieten den Vorteil, nur geringe EiweiBmengen zu 
benétigen und mit wenigen Grammen eines Proteins durchfiihrbar 
zu sein. 

2. Fir Gelatine resultierte so ein Gehalt von 

9,0°,, Prolin 

14,7°,, Oxyprolin 

23,7 %, 
wahrend Dakin mittels seines Butyl-Propylalkoholextraktionsverfahrens 
unter vermindertem Druck und dreitagiger Extraktionsdauer aus 
einigen 100 g Gelatine Ausbeuten von 

9,5°,, Prolin 

14,1 °,, Oxyprolin 

23.6%, 


also nahezu die gleichen Zahlen erhalten hatte. 
3. Fiir das Zein, das fiir frei von Oxyprolin gegolten hat, ergab 


sich eine Relation von 8,4°, Prolin und 0,8°;, Oxyprolin. 

4. Im Casein, in dem gleichfalls friiher nur minimale Oxyprolin- 
mengen aufgefunden worden waren, traten neben 5,7°, Prolin bei 
unseren Analysen etwa 2,1°,, Oxyprolin zutage. 

5. Zusatzversuche mit Prolin und Oxyprolin zu Zein- und Casein- 
hydrolysaten gaben befriedigende Resultate. 
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Uber die Abhingigkeit 
der Atmung der Azotobakter vom Sauerstoffdruck. 


Von 


0. Meyerhof und W. Schulz’. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizi- 
nische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 27. April 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Sauerstoffatmung des stickstoffixierenden Bakterium Azoto- 
bakter chroococcum ist durch eine Reihe von Besonderheiten ausgezeich- 
net, abgesehen davon, daB ein gewisser Teil der Atmungsenergie fiir die 
Reduktion des Sauerstoffs auf die Stufe der Aminosiuren verwandt 
wird. Vor allem ergab sich eine Abhangigkeit der AtmungsgréBe von 
der Sauerstoffkonzentration, die bisher bei streng aeroben Bakterien 
nicht beobachtet ist?. Das Maximum der Oxydationsgeschwindigkeit 
liegt bei 15 bis 20°, Sauerstoff und fallt von da langsam nach héheren, 
schneller nach tieferen Drucken ab. Mit 100%, Sauerstoff betragt 
auf Grund der friiheren Versuche die Atmung nur knapp 50°, der 
maximalen Atmung. Unter 15°, war der Abfall der Atmung in ver- 
schiedenen Versuchen nicht genau gleich*®, doch war sie im allgemeinen 
bei etwa 1°, Sauerstoff um die Halfte herabgesetzt. Dieser EinfluB 
der Sauerstoffkonzentration war von der Anwesenheit des Stickstoffs 
und daher von dem Fixationsvorgang unabhangig. Er war in Sauerstoff- 
Wasserstoffgemischen genau der gleiche. 

Auf Grund der Uberlegungen von O. Warburg unt F. Kubowitz* 
erschien es erwiinscht, die Abhangigkeit der AtmungsgréBe vom Sauer- 


1 Einige Vorversuche zu dieser Arbeit wurden von Dr. A. Grellman 
(Baltimore) im hiesigen Institut ausgefiihrt. 

2 O. Meyerhof u. Dean Burk, Zeitschr. f. physik. Chem. (Haber-Fest- 
schrift), Abt. A, 139, 117, 1928. 

3 Vel. auch die spatere Arbeit von Ken Iwasaki aus dem hiesiger 
Institut, diese Zeitschr. 226, 32, 1930. 

4 Diese Zeitschr. 214, 6u. 19, 1929. 
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scoffdruck fiir niedere Drucke noch genauer zu untersuchen. Warburg 
fand namlich bei dem Bakterium candicans bis zu der unterst meBbaren 
Grenze von 0,05mm Wasser = 0,5.10~5 Atm. keine Abhangigkeit 
der Atmungsgr6Be vom Sauerstoffdruck, woraus sich berechnen lieB, 
daB pro Minute mehr als 10°, des Fermenteisens durch Sauerstoff 
oxydiert werden miisse. Eine wirkliche Abhangigkeit der Atmung vom 
Sauerstoffdruck mute danach auf eine stark gesteigerte Zerfalls- 
geschwindigkeit der oxydierten Stufe des Atmungsferments gegeniiber 
der Bildungsgeschwindigkeit zuriickgefiihrt werden, so daB bei niedrigem 
Druck ein meBbarer Anteil des Ferments sich auf der reduzierten Stufe 
befindet. Ist die Zerfallsgeschwindigkeit des Ferments die langsamst 
verlaufende Reaktion der Sauerstoffiibertragung, so bedeutet eine 
Steigerung derselben eine Steigerung der Atmungsgeschwindigkeit. 
Es ist daher um so eher eine Abhangigkeit der AtmungsgréBe vom 
Sauerstoffdruck zu erwarten, je gréBer die Atmungsgeschwindigkeit 
pro Einheit Zellsubstanz ist. 

Gleichzeitig lehren die Warburgschen Arbeiten eine Reihe von 
Fehlerquellen kennen, die bei friiheren Untersuchern dieser Frage eine 
groBe Rolle gespielt haben und diese alteren Arbeiten fiir unser Problem 
nahezu wertlos machen. Jeder Teil der atmenden Zelle mu8 sich wihrend 
der MeBperiode annahernd im Gleichgewicht mit dem auBeren Sauer- 
stoffdruck befinden, und weder darf die Diffusion vom Gasraum in 
die Fliissigkeit noch die von der Fliissigkeit in die Zelle der geschwindig- 
keitskontrollierende Faktor der Atmung sein. Das ist um so schwerer 
zu erreichen, je niedriger der Sauerstoffdruck und je gréBer die Atmung 
ist. Der Ausgleich zwischen Gas und Fliissigkeit laBt sich durch Er- 
héhung der Schiittelgeschwindigkeit, der zwischen Zelle und Lésung 
durch Erniedrigung der Temperatur fordern, da hierdurch die Atmungs- 
geschwindigkeit herabgesetzt und die Léslichkeit des Sauerstoffs in 
der Fliissigkeit und in der Zelle erhéht wird. Im iibrigen ist der Dif- 
fusionsausgleich durch die Dimension der Zelle mit bedingt. Fiir ein 
kugelférmiges Bakterium gilt 


| 
R =|/6 5: (1) 


Hier ist R’ der Grenzradius der Kugel in Zentimeter, deren Mittelpunkt 
einen Sauerstoffdruck > 0 hat, A die Atmungsgeschwindigkeit (Kubik- 
zentimeter O, pro Kubikzentimeter Zelle und Minuten), D die Diffusions- 
konstante (in Atmospharen pro Kubikzentimeter Zelle), cy die auBere 
Sauerstoffkonzentration in Atmospharen. Bei jedem R< R’ ist die 








* 0. Menerhof, Chemische Vorgainge im Muskel. Berlin, J. Springer, 
1930, S. 6. 
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Konzentration des Sauerstoffs im Mittelpunkt der Kugel von endlicher 
GréBe. Bedingung fiir die Giltigkeit der Formel ist, da8 die Atmungs- 
geschwindigkeit selbst vom Sauerstoffdruck unabhangig ist. Da nun 
bei einer Abhangigkeit der Atmung der Grenzradius noch gréBer wird, 
so ist in diesem Falle das Diffusionsgefille in der Zelle als begrenzender 
Faktor a fortiori auszuschlieBen, wenn schon der nach der Formel 
berechnete R’-Wert gréBer als der gemessene Radius der Zelle ist. 
Tatsichlich kann sich der EinfluB des Zelldurchmessers in unseren 
Versuchen nicht geltend machen, da der Radius der Zellen um etwa 
eine Zehnerpotenz kleiner als R’ ist. Setzen wir die héchst gemessene 
Atmungsgr6éBe fiir die Versuchstemperatur (10°) und Luft und den 
niedrigsten benutzten Sauerstoffdruck ein, so ergibe sich nach der 
Formel ein R’ von 3 yu, wahrend die in den Versuchen benutzten Azoto- 
bakterzellen einen Radius von 0,4 bis 0,6. besitzen. Nun betragt 
aber die AtmungsgréBe bei den in Frage kommenden niedrigen Sauer- 
stoffdrucken nur etwa ein Zehntel derjenigen in Luft, so daB danach 
R’ noch bedeutend iiber 3 yw liegt. . 


Methode. 


Zur Erleichterung des Ausgleichs des Sauerstoffs zwischen Gasraum 
und Lésung benutzten wir die von Warburg und Kubowitz beschriebene 
Apparatur. Auch die GefiBe von etwa 50 ccm Fassungsraum, die mit 
10cem Lésung gefiilllt wurden, waren die dort beschriebenen. Zur Er- 
héhung der Genauigkeit wurde das F liissigkeitsvolumen des Kompensations- 
gefaéBes so abgeindert, da das Gasvolumen im Versuchs- und Kompen- 
sationsgeféB genau gleich war. Dabei wurde das Differentialmanometer 
mit 540 Touren pro Minute geschiittelt. Die Ablesung geschah mit dem 
Doppelfernrohr von Fuess auf 0,01 mm wahrend des Schiittelns. Die 
Kapillare des Differentialmanometers von 0,6mm Durchmesser war mit 
Capronsiaure gefiillt. Zur Kontrolle der ausreichenden Sattigung der Lésung 
mit Sauerstoff bei den benutzten Sauerstoffdrucken wurden Versuche mit 
Backerhefe angestellt. Aus diesen ergab sich, daB bei dem Sauerstoffgehalt 
des Gasraums von 0.3%, was in der Regel die niedrigste Sauerstoff- 
konzentration unserer Versuche vorstellte, die Atmung der Hefe bei 10° 
noch genau gleich war derjenigen in Luft, wenn die Manometerausschlage 
nicht iiber 0,50 mm pro 10 Minuten betrugen; dagegen war schon bei einer 
doppelten Hefekonzentration, die 1,00 mm Ausschlag in 10 Minuten ergab, 
der Wert um 15 bis 20°, gegeniiber Luft verkleinert. In 0,6°, Sauerstoff 
bestand dagegen auch bei diesen Ausschligen eine Ubereinstimmung mit 
der Atmungsgr6Be in Luft innerhalb der Fehlergenauigkeit von 5°,. Es 
folgt daraus fiir die Azotobakterversuche, da8 unter 0,6°,, Sauerstoff der 
Ausschlag nicht tiber 0,50mm pro 10 Minuten betragen sollte, wahrend 
er dariiber noch bis 1,00 mm zulassig war. 


Ziichtung des Azotobakter. 


Wir benutzten den Stamm Azotobakter chroococcum wie in den 
vorangehenden Arbeiten. Er wurde stets in stickstofffreier Lésung ge- 
ziichtet und ebenso auch ohne Stickstoffzusatz fiw die Atmungsmessungen 
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benutzt. Die Ziichtung geschah bei 22° unter Luftdurchleitung, in sterili- 
sierten Flaschen, die mit Glasschliff und Schottschen Glasfiltern versehen 
waren. Die Lésung hatte die folgende Zusammensetzung pro | Liter 
destillierten Wassers: 


2 = g Kaliumphosphat (px 7,3) 
0,2. g Magnesiumsulfat 

0,1 g Calciumsulfat 

0,2. g Natriumchlorid 

0,01 g Ferrisulfat 

10g Glucose 


Hierzu wurde, entsprechend den Angaben von Bortels! Sfters 2. 10—-> m 
Natriummolybdat hinzugefiigt, das das Wachstum erheblich beschleunigte. 
In einer Reihe von Versuchen wurde ferner noch Eisensaccharat (mit 3°, 
Eisengehalt), etwa 5mg-°,, hinzugegeben. Auch diese Vermehrung der 
Menge des gelésten Eisens, auf dessen Wachstumsrolle von Dean Burk und 
Mitarbeitern ? hingewiesen ist, hatte eine weitere Beschleunigung des Wachs- 
tums zur Folge, so daB in diesen Kulturen schon die Beimpfung von 100 cem 
Lésung mit lecem frisch gewachsener Fliissigkeitskultur in den durch- 
liifteten VersuchsgefaBen in 16 Stunden bei 22° eine so starke Vermehrung 
hervorrief, daB die Suspension fiir die Atmungsmessung mehrfach verdiinnt 
werden muBte. Die Eisensaccharatkulturen wichen aber in mancher Be- 
ziehung von den anderen ab; die absolute Atmungsgr6éBe war kleiner, 
ferner war auch die Abhangigkeit vom Sauerstoffdruck geringer und die 
Teilung der Bakterien in Wasserstoff-Sauerstoffgemischen auch bei 10° 
nicht vollstandig sistiert. Deshalb eigneten sich diese Kulturen weniger 
gut zu unseren Versuchen. Meist wurden Kulturen von 24 bis 48 Stunden 
verwendet, die durch Einimpfung von 1 ccm einer mehrtatigen Kultur in 
70 bis 100 cem sterilisierter Nahrl6sung gewonnen waren. 


Atmungsmessung und Trockengewichtsbestimmung. 


Die Atmungsmessung unter den verschiedenen Sauerstoffdrucken 
muBte in Abwesenheit von Stickstoff geschehen. Wir stellten Gemische aus 
Sauerstoff und Wasserstoff her mittels Elektrolysezellen, wobei wir uns wie 
in friiheren Arbeiten der von Paneth und Peters beschriebenen Anordnung 
bedienten*®. Der Wasserstoff wurde durch gliihendes Platinasbest von 
Sauerstoff befreit; die Mischung wurde in einer graduierten Glasbirne iiber 
Quecksilber vorgenommen. Vorher war die Luft aus den GefaéBen durch 
Bombenwasserstoff ausgetrieben. In gleicher Weise wurden auch die 
Gemische von Sauerstoff und Kohlenoxyd hergestellt. Zur Bestimmung 
der absoluten Atmungsgr6Be (Qo, nach Warburg = cmm Sauerstoff pro 
Milligramm Trockengewicht und Stunde) muBte das Gewicht der Bak- 
terien bekannt sein. Es wurde je nach der Dichte der Bakteriensuspension 
5 bis 30cem nach Zusatz von 2 bis 3 Tropfen 2n Salzséure (um die 
Phosphatniederschlage aufzulésen) in der Fuchsschen Ultrazentrifuge bei 
15000 Touren '/, bis 1 Minute zentrifugiert, und einmal in der gleichen 
Weise mit destilliertem Wasser gewaschen. Der Riickstand wurde in genau 


' Arch. f. Mikrobiol. 1, 333, 1930. 
2 Science 74, 522, 1931. 
3 Zeitschr. f. physik. Chem. 134, 353, 1928. 
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tarierten Zentrifugenglisern bei 100° getrocknet und auf einer Auhdmann- 
schen Mikrowaage gewogen. Zur Tara dienten entsprechende, mit Schrot 
beschwerte Zentrifugenglaser. Die Gewichte der leeren (laser konnten vor 
und nach den Versuchen um 0,01 bis 0,02 mg schwanken. Die zu wiegenden 
Bakterientrockengewichte lagen meist zwischen 0,2 und | mg, gelegentlich 
allerdings um 0,1 mg und waren in diesem letzteren Falle nur noch ziemlich 
ungenau zu bestimmen, zumal auch manchmal etwas Eisenphosphat- 
niederschlag ungelést blieb. 

DaB die Azotobakterzellen durch '/, Minute langes Zentrifugieren auf 
der Ultrazentrifuge vollstaéndig niedergeschlagen waren, ist sowohl durch 
mikroskopische Inspektion wie durch Atmungsmessung der tiberstehenden 
Fliissigkeit festzustellen. Selbst in vorher konzentrierten Suspensionen ist 
eine Atmung der ttherstehenden Fliissigkeit nicht mehr meBbar. 


Versuche, 


In der Regel wurde gleichzeitig mit dem Hauptversuch im Diffe- 
rentialmanometer noch eine Serie von Messungen in gewéhnlichen 
Manometern bei 28° ausgefiihrt, um den Qo, fiir 28° neben demjenigen 
fiir die Versuchstemperatur zu bestimmen. Meist wurde ein Versuch 
in 20°, Sauerstoff/Wasserstoff 


und daneben einer in Luft an- re ) SRY ROR Ie 7 
gesetzt. Zu berechnen war dann ”™ / 
nur der Qo,-Wert fiir den | a ee me en Oe 7 | 
ersteren, weil wegen des raschen 


Wachstums in Luft die Berech- gy wl 
nung ungenau ware. Der Ver- 
lauf eines derartigen Kontroll- 
versuchs bei 28° ist in Abb. 1 
dargestellt. In Wasserstoff 
Sauerstoff ist die Atmung fiir 
wenigstens 7 Stunden genau 
konstant. Das gilt im selben 
oder noch héheren Grade fiir 
die Versuche bei 10°, und ist 
fiir die Messung wichtig, weil a a aes ee 
bei der langsamen Einstellung Abb. 1. 

eines konstanten Ganges in den Sauerstoffverbrauch von 2 cem 10 fach verdiinnter 

' Azotobakterkultur in stickstofffreier Lisung 

rotierenden Manometern bei bei 28°. 

niederem Sauerstoffdruck ein Cctshate: Canee. alias: seit ba Sihausine 
Versuch, in dem nacheinander 

vier bis fiinf verschiedene Sauerstoffdrucke verglichen werden sollen, 
mit Vor- und Nachperioden mehrere Stunden dauert. Als geeignete 
Versuchstemperatur ergab sich fiir die Hauptversuche 10°. Bei dieser 
Temperatur kehrte auch nach vielstiindigem Aufenthalt der Bakterien 
unter niedrigem Sauerstoffdruck in Wasserstoff die Atmung nachher 
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in 20°%, Sauerstoff fast genau auf den Anfangswert zuriick; nur bei den 
allerhéchsten Qo,-Werten ergab sich nach lingerem Aufenthalt in 0,1 
und 0,3°, O, auch in diesem Falle eine gewisse Schidigung. Bei 20° 
dagegen stieg die Atmung der bei niederem Sauerstoffdruck gehaltenen 
Bakterien innerhalb | bis 2 Stunden stark an, offenbar in Zusammenhang 
mit einer raschen Teilung, die nach den Versuchen von Iwasaki! auch 
ohne Stickstoffaufnahme vonstatten gehen kann. Dann war auch nach 
Riickkehr zu 20°, Sauerstoff die Atmung gegeniiber dem Anfangswert 
erhéht. Umgekehrt sank bei 0 und 5° die Atmung in Sauerstoff-Wasser- 
stoffgemischen unabhingig vom Sauerstoffdruck im Laufe mehrerer 
Stunden ab. Da villige Reversibilitaét die Voraussetzung fiir reprodu- 
zierbare Versuche iiber die Wirkung des Sauerstoffdruckes auf die 
Atmung ist, wurde weitaus die Mehrzahl der Versuche bei 10° an- 
gestellt. Zum Vergleich sind auch einige Versuche bei 20° mitgeteilt, 
wo die prozentuale Herabsetzung der Atmung durch niedere Sauerstoff- 
drucke stets geringer war. 

In den rasch wachsenden Eisensaccharatkulturen kam es schon 
bei 10° zu einem Ansteigen der Atmung wiahrend des Aufenthaltes in 
niederen Sauerstoffkonzentrationen, andererseits fiel aber auch hier 
die Atmung bei 0° langsam ab, wenn auch weniger stark als in den 
normalen Kulturlésungen. In diesen Eisensaccharatkulturen war der 
EinfluB des Sauerstoffdruckes auf die AtmungsgréBe geringer als in 
den tibrigen, nahezu fehlend war der EinfluB des Sauerstoffdruckes 
bei 0°, doch waren genaue Messungen wegen der Inkonstanz der 
Atmung hier nicht durchfiihrbar. 

In den ohne Eisensaccharat geziichteten Kulturen ist die Herab- 
setzung der Atmung mit sinkendem Sauerstoffdruck bei allen Tem- 
peraturen und bei jeder absoluten AtmungsgréBe nachweisbar. Die 
Atmungsherabsetzung ist jedoch ganz verschieden, und zwar ist sie um 
so groBer, je gréBer der Qo, -Wert ist, d.h. im allgemeinen, je jiinger 
— bei normalen Zuchtbedingungen — die Kultur ist. In den ersten 
Versuchen war die Bestimmung der Trockengewichte weniger genau. 
Obendrein ist zu beriicksichtigen, daB die Q,-Werte Minimalzahlen 
sind, da anzunehmen ist, daB zumal in den alteren Kulturen nur ein 
Teil der Bakterien am Leben ist. 

In Tabelle I sind die Atmungsversuche bei 10° mit den ohne Eisen- 
saccharat geziichteten Kulturen wiedergegeben. Sie sind nach zu- 
nehmender GréBe der Qp,-Werte geordnet, was ungefahr auch dem 
abnehmendem Alter entspricht, doch wachsen die Molybdatkulturen im 
allgemeinen rascher und sind insofern als ,,alter‘‘ anzusehen wie gleich 
lange gewachsene andere Kulturen. In den Tabellen ist, auBer dem 


1 Diese Zeitschr. 226, 32, 1930. 
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Tabelle I. 


Atmungsrest n bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen in Abhangig 
keit vom Qo,-Wert und Alter der Kultur. 


Ziichtung (22°) 





Be- 





ij y Trocken-  nutzte Yo, n in J fiir 
 - Pe ee a ae ecm 
Nr.| Datum || Alter | Molyb- pro cem | Kultur —- 
| I Tagen ih ro 10 ccm) 289 | 100 | 49 Og | 1%9 Og 0,3 % 9 O2 
1| Ive] 8 | + 1250 03  — 1299, 92 31 14 
21/18 1} 8 | + 625 0,2 (1190 166° 81 34 
3 31.10.*)) 2 | + 480 05 (1300 200, — 28 15,5 
4. 8. I. 3 — 440 1,0 2260 435) 61 30 
5 | 5. II. 2 - 50 1,0 (2700 450 59 (40) ** 
6 15. Il. 2 132 0,5 (2700 470) 685 45 11 
7 11. I. 2 — 70 0,6 — 490) 65 23 
8 | 9. II. 1 oa 43 2,0 3900 765) 41,5 16,5 5 
9 19. IL. 1 Ts 23 0,8 — 820) 37,5 23,5 6 
10 «6. 1V. | + 16 4,0 — 920 33 11,4 6,5 
11 30. 1IT.* 1 | + 27 2,0 — 1020 32 13 11 
12 16. IL. 1} + 7 2, 8600 1400 32 15 


* Gleiche Kultur an 3 aufeinanderfolgenden Tagen. 
** 0,5 Ov. 


Alter und der An- oder Abwesenheit von Molybdat noch der Vo,-Wert 
bei 10 und 28° (soweit bestimmt) angegeben, ferner das Gewicht der 
Kulturlésungen an Bakterientrockensubstanz in y ('/;99, mg) pro Kubik- 
zentimeter, sowie die in 10 ccm des Versuchsansatzes benutzten Kubik- 
zentimeter Kulturfliissigkeit. Berechnet ist fiir die verschiedenen 
Sauerstoffkonzentrationen der Atmungsrest n (in Prozent), wobei die 
Atmung in 20% O, = 100 gesetzt ist. In der Tabelle sind nur die 
Konzentrationen von 4, 1 und 0,3°, Sauerstoff beriicksichtigt, die in 
der Mehrzahl der Versuche verwandt wurden. In einzelnen Fiillen 
wurde auch die Atmung bei 0,1°, sowie andererseits zwischen 4 und 
20°, Sauerstoff gemessen. 

Das Hauptresultat, die Abhaingigkeit des Atmungsrestes vom 
Qo,-Wert ist auf Abb. 2 graphisch fiir die drei Sauerstoffkonzentrationen 
wiedergegeben. Trotz einiger herausfallender Punkte (besonders fiir 
1%, O,) zeigen alle drei Kurven eine prozentual ahnliche Neigung, 
so da der Atmungsrest bei Qo, 900 bis 1000 etwa ein Drittel von 
demjenigen bei Qo, 130 betragt. Fiir die starkste Herabsetzung bei 
dem héchsten Qp,-Wert ist die Messung begreiflicherweise am un- 
genauesten. Die Ausschlige sind hier nur noch 5 bis 10°, derjenigen 
in Luft, im allgemeinen 0,08 bis 0,15 mm Capronsaure pro 10 Minuten. 
Auch wenn stets der Durchschnitt von drei bis vier Perioden zu 
10 Minuten genommen wird, so ist doch bei einer Schwankungsbreite 
der Ablesungen von 0,05 mm das Resultat in diesen Fallen auf 10 bis 
20%, ungenau. Ferner ist auch, wie schon hervorgehoben, der Qo, - Wert 
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nur eine Minimalzahl, da die Anzahl der toten Zellen verschieden 
sein kann. Stark herausfallt aus der allgemeinen Tendenz nur Versuch 5, 
wo die Atmungsherabsetzungen erheblich kleiner sind. 








= 








200 +00 300° (00—<“<S~S Q,, 100 


Abb. 2. 
Zusammenhang zwischen der Atmungsbeeinflussung niederer Sauerstoffdrucke und dem 0.- 
f Wert der Kulturen. 
Die Kurven stellen den Atmungsrest n in Prozenten dar, bei 4°/) O2 @ 


bei 1 Ol5 O02 x x, bei 0,3 5 Og O—-—-——O. 





e, 





Bei jungen Molybdatkulturen findet man die héchste Atmung 
und dementsprechend auch die starkste Abhingigkeit vom Sauerstoff- 
druck. Lehrreich ist dabei besonders der Vergleich der Versuche 1, 3 
und 11. Diese wurden in um- 
gekehrter Reihenfolge an drei 
aufeinanderfolgenden Tagen 
mit derselben Kultur ange- 
stellt. Das Trockengewicht 
pro Kubikzentimeter wuchs 
von 27 y nach 1 Tag auf 480 y 
nach 2 Tagen, auf 1250 y nach 
3 Tagen. Der Qo,-Wert fiir 
10° sank von 1020 iiber 200 









“Tt 35 zx,»  S3Gah 2 auf 129. n fiir 4% O, stieg 
Abb. 3. von 32 auf 92, fiir 1% von 


Atmungsrest n bei verschiedenem Sauerstoffdrack i} 0, 
fiir eine Kultur (vgl. Versuch 4, Tabelle 1). 13 auf 31, fir 0,3 o _— 1] 
Abszisse: %/9 Og in Hy. Ordinate: n in Jo. auf 14. Doch ist hier die 


erstere Zahl (11) im Vergleich 
zu den berechneten Werten von benachbarten Qo, zu groB und miiBte 
wohl etwa 5 sein. Eine Kurve der Atmungsgré8e fiir eine gréBere Zahl 
von Sauerstoffkonzentrationen ist nach dem Versuch 4 der Tabelle I 
bei einem mittleren Qo,-Wert (435 fir 10°) auf Abb. 3 dargestellt. 
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Schon bei 10°%, Sauerstoff wird danach die Atmung um ein wenig 
gegeniiber 20°, verringert, bei 6°,, schon sehr deutlich. 

Fiir dieselbe Kultur ist die prozentuale Herabsetzung der Atmung 
bei Erniedrigung des Sauerstoffdruckes bei 20° meist geringer als bei 
10". Dies geht aus Tabelle II hervor, wo bei 20° nur derjenige Zeitraum 
beriicksichtigt wurde, in dem die Atmung bei der niedrigeren Sauerstoff- 
konzentration noch nicht gesteigert war. Da dies im Laufe der Zeit 
immer eintrat, waren die Versuche bei 20° nicht systematisch durchzu- 
fiihren. Fir 10° Differenz ergibt sich als Temperaturkoeffizient sowohl 
fiir das Intervall 0 bis 10° wie 10 bis 20° 3 bis 3,5. 


Tabelle 1]. 


Atmungsreste n bei 10 und 20°. 





Alter - 0 ~— 
: or K Molybdat- Yo. Vo. n n in %p 
aie ape si } onl zusatz tir joo tir ‘doo waa i 10° l 20 
1 20. II. 2 — 943 
4 70 
1 57 
0,3 40 
2 17. I. 2 + 1030 
4 65 
1 46 
3 15. IT. 2 + 472 1760 
4 68.5 88 
1 45 80 
4 16. II. 1 + 1400 4400 
4 32 43 


Abweichend gegeniiber den in den Tabellen wiedergegebenen Versuchen 
verhielten sich die mit Eisensaccharat geziichteten Kulturen. Hier steigt, 
wie schon erwahnt, die Atmung bei niederem Sauerstoffdruck auch schon 
bei 10°, offenbar in Zusammenhang mit der starken Wachstumstendenz, 
langsam an. So wird z. B. erhalten, bei 10°, Qo, einer eintagigen Kultur 
500, n bei 4°, O, 60, bei 1°, O, in 40 Minuten steigend von 24 auf 40, in 
0,3°, O, 28; bei einer 20stiindigen Kultur, Qo, 590, n bei 4°, O, in 
30 Minuten steigend von 70 auf 83, in 1°, O, steigend in 50 Minuten von 20 
auf 40. Es scheint danach die Atmung bei niedrigem Sauerstoffdruck 
zunadchst ahnlich verkleinert wie sonst, sie wird aber allmahlich gr6Ber 
und bleibt dann auch bei weiterer Erniedrigung des Sauerstoffdruckes 
relativ hoch. 


Bei 0° ist in allen Fallen die Abhangigkeit der Atmung vom Sauerstoff- 
druck sehr viel geringer, jedoch sinkt dabei stets, unabhaingig von der 
Sauerstoffkonzentration, die Atmung langsam ab, verhaltnismaBig am 
wenigsten in Eisensaccharatkulturen, ferner in Sauerstoff-Stickstoff- 
gemischen langsamer als in Sauerstoff-Wasserstoffgemischen. Als Beispiele 
derartiger Versuchsreihen mégen dienen: Zweitagige Kultur ohne Molybdat 
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und ohne Eisensaccharat bei 0,2°, Qo, anfangs 570, in 20°, O,/H, Absinken 
der Atmung in 50 Minuten von 0,88 mm pro 10 Minuten auf 0,42; weiterhin in 
4% O, 0,40 
1% O, 0,26 
0.3% O, 0,18 
zuriick in 20°, O, 0,20. 

Eintaigige Molybdatkultur, Qo, in Luft (0,2°) 580. Absinken in Luft 
innerhalb 70 Minuten von 1,68 mm pro 10 Minuten auf 0,70, dann in 20% 
O,/H, in 130 Minuten von 0,70 auf 0,22, weiter in 0,3°, O, in 40 Minuten 
von 0,23 auf 0,14, dann wieder in 20°, O, in 40 Minuten von 0,26 auf 0,16. 

Deutlicher ist ein EinfluB des niedrigen Sauerstoffdruckes in Gegen- 
wart von Stickstoff, obwohl auch hier die Reversibilitét ganz unvoll- 
kommen ist. 

So sinkt z. B. bei einem Qo, -Anfangswert in Luft (zweitagige Molybdat- 
kultur) 236 (0,2) die Atmung pro 10 Minuten von 2,35mm innerhalb 
80 Minuten auf 0,85, dann in 0,3 °, O, in N, innerhalb 30 Minuten von 0,26 
auf 0,19, darauf wieder zuriick in Luft 0,57 (20 Minuten). Ebenso gering 
oder noch geringer ist der EinfluB wechselnder Sauerstoffdrucke in den 
Eisensaccharatkulturen bei 0°. 

Schon dieses Verhalten zeigt, daB der EinfluB des Sauerstoff- 
druckes komplexer Natur ist. Beschrinkt man sich aber auf die Fille 
vollstandiger Reversibilitaét, so steht die Abhangigkeit der Atmungs- 
gréBe vom Druck in deutlichem Zusammenhang mit dem Qp,-Wert 
und wird am besten dadurch erklirt, daB das Atmungsferment je nach 
der absoluten GréBe der Atmung bei niederem Sauerstoffdruck mehr 
oder weniger ungesattigt mit Sauerstoff ist. Dies diirfte mit der un- 
gewohnlichen GréBe der Qo,-Werte zusammenhangen. Bei 10° betragt 
z. B. der Qo,-Wert fiir Bakterium candicans (nach Warburg und Kubo- 
witz) 14, fiir Backerhefe in Zucker und Alkohol 15, fiir Torula utilis 20 
bis 25, fiir eintigige Azotobakterkultur dagegen um 1000. 


‘ CO-Hemmung. 

Die unvollstaéndige Sattigung des Atmungsferments laBt sich 
prifen mittels der Hemmung der Atmung durch CO. 

Ist bei niedrigem Sauerstoffdruck das Atmungsferment mit Sauer- 
stoff nicht mehr gesattigt, so muB die Kohlenoxydhemmung sich anders 
verhalten als bei den von O. Warburg untersuchten Fillen gesittigten 
Ferments. Bei diesen gilt die Gleichung: 





OS, SO (2) 

1—n Po, 
wo n der Atmungsrest bei der betreffenden Kohlenoxydkonzentration 
ist, (1 —n) danach die Atmungshemmung, poo und po, die Gas- 
drucke, mit denen die Zellen im Gleichgewicht sind. Nach dieser 
Gleichung nimmt mit sinkendem Sauerstoffdruck auch bei gleich- 
bleibender Kohlenoxydkonzentration die Hemmung zu. Ist dagegen 
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das Atmungsferment zum Teil in reduzierter Form vorhanden, so re- 
agiert das Kohlenoxyd auch mit diesem, infolgedessen wird die Ver- 
teilung des Atmungsferments zwischen Sauerstoff und Kohlenoxyd 
zugunsten des ersteren verschoben. 

Im einfachsten Falle kénnte hier dieselbe Formel gelten, die von 
Warburg fiir mit Substrat ungesittigte Zellen aufgestellt ist, wo e den 
Sattigungsgrad (Bruchteil der maximalen Atmung gesittigter Zellen) 
bedeutet. Bezeichnet man mit Warburg das reduzierte Ferment mit Fe, 
das oxydierte mit FeO,, das CO-gebundene mit FeCO, so gilt fiir das 
Gleichgewicht zwischen oxydierter und reduzierter Stufe nach dem 
Massenwirkungsgesetz 


Kan = ko, (3) 
entsprechend fiir Kohlenoxyd 

FeCO ee oe ] tte 

Fe. poo 


und fiir die Verteilung des gesittigten Ferments zwischen O, und CO 


FeO ) k 
See — 02 = K. (5) 
FeCoO Po, keo 
Fiir die Verteilung des ungesiattigten Ferments kénnte im ein- 
fachsten Falle gelten 
FeO, Pco 


tes SE o_O 6 
FeCO + Fe Po, (6) 


Ist » jeweils proportional der Konzentration FeO,, so ist 1 — n bei 
gesittigtem Ferment in Gegenwart von CO proportional der Konzen- 
tration FeCO, bei O,-ungesattigtem Ferment ohne CO proportional der 
Konzentration Fe, schlieBlich bei gleichzeitiger Unsittigung und An- 
wesenheit von CO der Summe von Fe und FeCO. Hierbei ist die 
Maximalatmung bei 20°, O, stets gleich 1 zu setzen und der Atmungs- 
rest gegeniiber dieser Maximalatmung wird gleich n bezeichnet. Beriick- 
sichtigt man aber, daB die Atmung bei dem jeweiligen Sauerstoffdruck p 
nur den Bruchteil ¢ der maximalen Atmung betrigt, so mu8, wenn 
man jetzt diese verringerte Atmung gleich 1 und den Atmungsrest 
in Gegenwart von CO gegeniiber dieser verringerten Atmung n’ nennt, 
gelten: 

; oy A 





= + (7) 
l—n 1 —éen ; 


also 


en’ Pco 
l—eéen po, 


== X. (5) 
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Diese Gleichung erhalt man naherungsweise, wenn man wegen der 
endlichen Konzentration von Fe die Gleichungen (3) und (4) nicht divi- 
diert, sondern multipliziert : 


FeO, . FeCO 


(FOF. po, -Poo ~ "02 oo (®) 
Setzt man hier 
FeCO = 1—en'— Fe (10) 
e Oo ~ 
Be stew te 2K, (11) 
PO: ko, PO. ko, 
so ergibt sich 
en'(1—en'— _ ) 
Po, +o, "0 
en’ 2 = ko, > keo (12) 
"Po, ‘Pc 
Page, 02 "Pco 


und nach Umformungen 


oe t= on 8 


; ——- == ky, 12a) 
" Poo **% Poo - — 
1 
q keo t+ 
1—en' Po, _ Poo (13) 
en’ Poo ko, 


Da peo in unserem Falle nur zwischen 0,80 und 1,0 variiert wird, so kann 
man die rechte Seite in erster Annaherung konstant setzen. Man hat dann 
1—en'’ Po ie 
02 — K 
en Peo 
identisch mit (8). 


Das Experiment bestatigt die allgemeine Folgerung aus der Un- 
sittigung des Ferments. Die Hemmung durch CO nimmt nicht, wie 
sonst, mit abnehmendem Sauerstoffdruck zu, sondern in der Regel ab 
und zwar um so mehr, je gréBer die Unsiattigung (1 — e) ist. Ist diese 
nur sehr gering, wie bei kleinen Qp,-Werten in 4%, O,, so steigt die 
Hemmung demgemaB gegeniiber 20°, O, noch an. Ist umgekehrt bei 
groBem Qo,-Wert und kleinem O,-Druck die Unsattigung groB, so ist 
auch die Abnahme der CO-Hemmung groB; jedoch folgt die Abnahme 
der Hemmung nicht der Gleichung (8), sondern ist viel staérker. An- 
nihernd konstant ist der Ausdruck 


, - ” 
en Poo," 


i—en’ \p, 
Po, 


wo m = 1/; bis '/, ist. In der Tabelle III sind die Konstanten auf diese 
Weise berechnet und zwar sowohl fiir die Werte m = 1 wie m = '), 
und 1/,. Die Genauigkeit der Versuche verringert sich dadurch etwas, 
daB bei hohen Qo,-Werten und vielstiindigen Versuchen die Atmung 
bei niederen Sauerstoffdrucken in Verbindung mit CO-Hemmung 








Kohlenoxydhemmung bei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen. 


Tabelle III. 
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allmahlich irreversibel geschadigt wird. Infolgedessen ist stets am 
SchluB die AtmungsgréBe in 20°%, O,/H, noch einmal bestimmt und 
unter b in der Tabelle III ebenfalls verzeichnet. Die Berechnung ist 
jedoch stets fiir die Anfangsatmung in 20°, O, (a) durchgefiihrt. Es 
sind weiterhin in der Tabelle die Q, ),- Werte fiir die verschiedenen Sauer- 
stoffkonzentrationen und der Sattigungsgrad ¢ angegeben. Es wurden 
ausschlieBlich O,/CO-Gemische ohne Zusatz eines Fremdgases benutzt. 
Die Anderung der CO-Konzentration von 80 auf 99,9°%, ist verhaltnis- 
maBig unbedeutend und die Anderung der HemmungsgréBe daher 
nahezu ausschlieBlich auf die Variation der Sauerstoffkonzentration 
zu beziehen. Wie die Tabelle [TI zeigt, in der die Versuche wieder nach 
der GréBe der Qo,-Werte in 20% O,/H, geordnet sind, ist die CO- 
Hemmung um so gréBer, je héher der Yp,-Wert ist und steigt nur bei 
hohem Sattigungsgrad (e > 0,8) mit der Erniedrigung des Sauerstoff- 
druckes an, sinkt dagegen meistens ab und zwar am starksten bei 
geringstem Sattigungsgrad. Aus den letzten drei Spalten sieht man je- 
doch, daB die monomolekulare Verteilungsgleichung nicht gilt, erst mit 
der zweiten oder dritten Wurzel aus den Quotienten der Gasdrucke 
ergibt sich eine befriedigende Konstanz!. 

Von einer Deutung dieser Erscheinung muB man um so mehr 
absehen, als auch die Abhangigkeit der AtmungsgréBe vom Sauerstoff- 
druck nur in einigen Fallen befriedigend durch eine Hyperbel dargestellt 
wird (vgl. z. B. Abb. 2), wie es zu erwarten ist, wenn die Atmungskurve 
einer monomolekularen Dissoziationskurve der oxydierten Stufe des 
Atmungsferments entspricht. In der Regel sinkt die Atmung bei den 
niedersten Drucken nicht geniigend ab. Es kénnte dies mit dem Vor- 
handensein mehrerer oxydierter Formen des Atmungsferments oder 
auch mit der Wirksamkeit von Aktivatoren zusammenhangen. Auf jeden 
Fall zeigt aber das Nachlassen der Kohlenoxydhemmung bei niederen 
Sauerstoffkonzentrationen, daB hier das Atmungsferment zum Teil 
dissoziiert sein muB. 

Die GréBe der Qo,-Werte lieB es aussichtsreich erscheinen, spektro- 
skopisch nach Héminen in den Zellen zu suchen. Bei der Priifung mit dem 

1 Das Verhiltnis poo/po, ist, wie in den Arbeiten O. Warburgs, auf 
den Gasdruck bezogen. Bei 10° ist das Verhaltnis der Absorptions- 


CO gelést 


«CO 
koeffizienten = 0,74, also peo/po, = ,35 und ent- 


xO, O, gelést © 
sprechend 
s] 1/9 1) 1 3 ’ 1) 
(2) Pr (<2 ee) 7116 (#2) = (‘ 0 = ean. 
Po. Og gel. Po, Og gel. 
Die Potenzen m = '/, und = ?/, fiir das Verhaltnis der Gasdrucke ent- 


sprechen daher nicht genau denen fiir das Verhaltnis der Gaskonzentrationen. 
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Abhangigkeit der Atmung der Azotobakter vom Sauerstoffdruck. 49 


Gitterspektroskop von Zeiss, die in der chemischen und physikalischen 
Abteilung unseres Instituts ausgefiihrt wurde, zeigt sich eine starke Doppel- 
bande zwischen 564 und 552 wy, deren starkste Absorption bei 554 bis 
555 wu, die schwachere bei 563 uy gelegen ist, eine verwaschene Bande 
ferner bei 527 wz. Da die Banden bei Durchliiftung in zuckerfreier Lésung 
verschwinden und bei Sauerstoffmangel wieder auftreten, gehéren sie dem 
Cytochrom an. Die stirkste Bande 554 wu entspricht «3 von Keilin und 
gehért der Komponente C an (sonst bei 550 uy gelegen); die schwachere 
Bande 563 nu, «2 von Keilin, gehért den Komponenten A und B an 
(sonst 564 bis 566 uy), die verwaschene Bande 527 wu entspricht den 
$-Banden (sonst 519 bis 522 wy). 


Zusammenfassung, 

In der Arbeit wird die Abhangigkeit der AtmungsgréBe des Azoto- 
bakter vom Sauerstoffdruck untersucht. Mit absinkenden Sauerstoff- 
konzentrationen fallt die Atmung um so starker ab, je héher der Qo, - 
Wert ist. Entsprechend der Unsattigung des Ferments bei niederem 
Sauerstoffdruck nimmt die Kohlenoxydhemmung mit abnehmendem 
Sauerstoffdruck nicht wie sonst zu, sondern ab. 


1 PD. Keilin, Proc. Roy. Soc. 98, 312, 1925; 100, 129, 1926. 


Biochemische Zeitschrift Band 250. j 





Sexualhormon-Vorkommen bei Totalkastraten. 


Von 


S. Loewe, W. Raudenbusch, H. E. Voss und F. Lange. 
(Aus dem Hauptlaboratorium der Staédtischen Krankenanstalten Mannheim.) 


(Fingegangen am 29. April 1932.) 


I. Die Sexualhormonfunde in pflanzlichen Ausgangsstoffen! und 
unsere kiirzlichen Thelykininfunde bei Schmetterlingen? legen die Frage 
nahe, ob sich etwa auch bei héheren Tieren Sexualhormone finden lassen 
unter Verhaltnissen, unter denen die Keimdriise nicht als Erzeugungs- 
statte in Betracht kommen kann. Wir verfiigen iiber einige Sexual- 
hormonbestimmungen an Kastraten, die auf die vorstehende Frage 
Antwort geben. Diese Bestimmungen betreffen a) den Ochsenharn, 
b) den Kapaunenkot (,,.Kot’ der Kiirze halber fiir ,,.Exkremente“ 
= Harn + Kot gesetzt). Beide wurden auf Thelykinin, der Kapaunen- 
kot auch auf Androkinin untersucht. 

II. a) 5 Liter Ochsenharn, der Blase eines frischgeschlachteten 
Ochsen entstammend, wurden nach unseren Routinemethoden auf 
Thelykinin verarbeitet. Der gewonnene Extrakt hinreichenden Reinheits- 
grades wurde in éliger Lésung nach unserer ,,Zihlmethode*** an der 
kastrierten Mausin gepriift. Eine Extraktmenge entsprechend 3750 ccm 
Harn rief eintaégigen Oestrus hervor. Im Liter Ausgangsstoff fand sich 
also |, bis '/,; Mauseeinheit (M.-E.) Thelykinin. 

b) Es wurde der Kot von zwei Hahnen gesammelt, die vor zwei 
Jahren halbwiichsig kastriert waren. Der volle Kastrationserfolg war 
schon durch die totale Riickbildung der auBeren Kennzeichen sicher- 
gestellt. Beide Tiere waren seit mindestens drei viertel Jahren nicht mehr 
zur Androkinintestierung verwendet worden. 


1 S. Loewe, W. Faure, F. Lange u. E. Spohr, diese Zeitschr. 180, 1, 1927; 
S. Loewe, H. E. Voss, F. Lange u. E. Spohr, Endokrinologie 1, 39, 1928: 
M. Dohrn, W. Faure, H. Poll u. W. Blotevogel, Med. Klin. 1926, S. 1328 
u. 1437. 

2 S. Loewe, Naturwissensch. 1931, 8.775: S. Loewe, W. Raudenbusch 
u. H. E. Voss sowie Jhr. W.C.van Heurn, diese Zeitschr. 244, 347, 1932. 

3S. Loewe u. F. Lange, Zeitschr. f. exper. Med. 51, 284, 1926; 54, 
188, 1927. 
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Aus ikg der gesammelten Dejektionen wurde, ebenfalls nach 
Routinemethoden, ein Auszug ausreichenden Reinheitsgrades _her- 
gestellt. Er wurde in éliger Lésung zunichst an kastrierten Mausinnen 
auf den Gehalt an Thelykinin ausgewertet. In Mengen entsprechend 
300 g Ausgangsstoff rief der Extrakt fiinftagigen ‘olloestrus hervor. 
Noch Gaben entsprechend 140 und 90 g Ausgangsstoff waren von Voll- 
oestrus gefolgt. Auch eine Nebenfraktion war thelykininwirksam, wenn 
auch in geringerem MaBe. Der Kapaunenkot enthilt also > 10 < 20M.-E. 
Thelykinin. Die Priifung auf Androkinin verlief vollstandig negativ. 
Mengen entsprechend 470 bzw. 825g Ausgangsstoff, als Extrakt in 
éliger Lésung im C. R.-Test! eingespritzt, riefen an den Vesiculardriisen 
des kastrierten Mauserichs noch keine Andeutung einer Regeneration 
hervor. 

Die Ausscheidungen von totalkastrierten mannlichen Tieren, und 
zwar sowohl von Rindern wie von Hiihnervégeln, enthalten also noch 
Sexualhormon. Bei beiden Tierarten war das gegengeschlechtliche, 
Sexualhormon nachweisbar, beim Kapaunen wurde, wenn auch er- 
folglos, auch nach dem gleichgeschlechtlichen Hormon gefahndet. 


III. Eine mengenmaBige Bewertung der Funde beim Rinde ist 
schwierig. Androkinin z. B. haben wir auch im Stierharn nur in auBerst 
geringen Mengen nachweisen kénnen (Mitosentest erst auf Extraktmengen 
entsprechend 5 Liter schwach positiv!). Thelykinin ist aber beim Stier 
sicher in gréBerer Menge zu erwarten, als wir es beim Ochsen fanden. 

Auch beim Kapaunen ist eine Bewertung unseres Messungsergeb- 
nisses im Vergleich zum nichtkastrierten Tier nicht unmittelbar méglich ; 
es fehlen bisher Angaben iiber den Thelykiningehalt des Hahnenkotes. 
Bekannt ist nur der Thelykiningehalt des Kotes von Hiihnervolk, 
das entweder ausschlieBlich oder doch nahezu ausschlieBlich aus 
Hennen besteht. So berichtete kiirzlich R. G. Gustavson®, daB aus- 
schlieBlicher Hennenkot Thelykininmengen etwa gleich denen des Harns 
schwangerer Frauen enthielt. Wir kénnen diese Angabe nach eigenen 
Untersuchungen bestatigen; in Hiihnerkot, der weit iiberwiegend 
gieichfalls von Hennen stammte, fanden wir regelmaiBig etwa 1000 M.-E. 
Thelykinin pro Kilogramm. 

Der Androkiningehalt des Hahnenkotes ist gleichfalls nicht bekannt. 
Vergleichbar sind unsere Androkininmessungen im Kapaunenkot vor- 
laufig nur mit solchen im Hiihnerkot, der fast ausschlieBlich Hennen 
entstammt. In ihm fanden wir zwar nur sehr geringe, aber doch im 
Gegensatz zum Kapaunenkot deutlich faBbare Androkininmengen: 
Eine Extraktmenge entsprechend 470g Hiihnerkot hatte deutliche, 


1 S. Loewe u. H. E. Voss, Klin. Wochenschr. 9, 481, 1930. 
2 R.G. Gustavson, J. of biol. Chem. 92, LXXI, 1931. 
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wenn auch unter der Wirkungsstarke unserer Androkinin-M.-E. liegende 
Wirksamkeit an den Vesiculardriisen des kastrierten Mauserichs. 

IV. Zur der zweiten Frage, die sich aus unseren Hormoafunden 
beim Kastraten erhebt, namlich derjenigen, wie das Vorkommen von 
Sexualhormon in den Ausscheidungen von Tieren zu erklaren ist, die 
ihrer Keimdrisen beraubt sind, diirfen wir auf die Erérterung anlaBlich 
unserer Hormonfunde im Schmetterlingskérper verweisen!. Denn bei 
den Schmetterlingen mubte eine Sachlage angenommen werden, die 
derjenigen des Wirbeltierkastraten ganz ahnlich ist. Es ist namlich 
erwiesen, da die Keimdriisen des Schmetterlings fiir die hormonale 
Pragung des Individuums bedeutungslos sind. Die Keimdriisen des 
Schmetterlings kénnten also, darauf gehen jedenfalls alle Betrachtungen 
von zoologischer Seite hinaus, vielleicht ebensowenig als bevorzugte 
Erzeugungsstatten der Sexualhormone in Rechnung zu ziehen sein 
wie das Soma des Wirbeltierkastraten, dem die Keimdriisen fehlen. 
Bei den Pflanzenfressern, zu denen die von uns untersuchten Kastraten 
zihlen, mag der Gedanke besonders naheliegen, daB die in den Aus- 
scheidungen gefundenen Hormone der Nahrung entstammen. Der 
Zahlenwert des Hormongehalts, den wir in den Ausscheidungen fanden, 
spricht nicht gegen eine solche Annahme. Andererseits hat man aber 
auch an die Méglichkeit zu denken, daB das Hormon im Kastratenkérper 
selbst an noch unbekannter Stelle aus noch unbekannten Vorstufen 
gebildet wird. Auf diesen extragonadalen Weg der Entstehung von 
Sexualhormonen im Tierkérper machen vor allem bedeutsame Beob- 
achtungen der letzten Zeit aufmerksam (Thelykininfunde in Tumoren 
mannlicher Individuen?*, héchsten MaSes im Blute tumorkranker 
Mause und co’, ja sogar x, radiumbestrahlter Hunde’). 


. Zusammenfassung. 


In den Ausscheidungen von Kastraten sind noch Sexualhormone 
nachweisbar. Mit Erfolg wurden Ochsenharn und Kapaunenkot auf 
weibliches Hormon untersucht. Die aufgefundenen Mengen sind jedoch 
gering. Der Thelykiningehalt des Kapaunenkotes betrigt etwa 1/99 
desjenigen vom Hennenkot. Mannliches Hormon war in fast 1 kg 
Kapaunenkot nicht nachweisbar, hingegen schon in der halben Menge 
Hennenkot. 

1 S. Loewe, Naturwissensch. 1931, 8. 775; S. Loewe, W. Raudenbusch 
u. H. E. Voss sowie Jhr. W. C. van Heurn, diese Zeitschr. 244, 347, 1932. 

2 P. Engel, Wien. klin. Wochenschr. 1931, 8S. 671; Zeitschr. f. Krebs- 
forsch. 84, 658, 1931; F. Silberstein, O. O. Fellner u. P. Engel, ebendaselbst 
35, 420, 1932. 

3 §. Loewe und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 249, 443, 1932. 
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Uber den Zusammenhang zwischen den natiirlichen Uronsiuren, 
Pentosen und Pentosanen. 


Von 
H. Franken. 


(Aus dem Laboratorium fiir Technische Botanik der Technischen Hochschule 
Deltt.) 


(Eingegangen am 30. April 1932.) 


Im Anschlu8 an eine Untersuchung von Conrad (1) iiber die De- 
carboxylierung von Uronséuren schien es uns angebracht, mit Riicksicht 
auf friihere Arbeiten auf diesem Gebiet, sowie im Hinblick auf Unter- 
suchungen in unserem Laboratorium in dieser Richtung, fiir die Versuchs- 
ergebnisse Conrads weitere Stiitzen beizubringen. Nach Conrad tritt 
beim Kochen von Galakturonséure mit 4°,iger Schwefelsiure keine 
Arabinose als Zwischenprodukt bei der Furfurolbildung auf. 

Diese Tatsache an sich kann von grober Bedeutung fiir gewisse 
Umsetzungen, die sich in den Pflanzen abspielen, sein. So ist man 
vielfach der Ansicht, daB haufig im Pflanzenreich anzutreffende Pentosen 
einer Kohlensdureabspaltung aus Uronsauren ihre Bildung verdanken. 
Theoretisch ist jedoch wahrscheinlich, daB die Furfurolbildung aus Uron- 
sduren iiber die zugehérenden Pentosen verlauft, so daB uns eine nahere 
Untersuchung dieser Frage nicht tberfliissig zu sein schien. Bevor wir 
auf den eigentlichen Inhalt unserer Untersuchung eingehen, geben wir 
eine kurze Ubersicht tiber das Gebiet. 


1. Die natiirlichen Uronsiuren. 


Bis heute kennt man vier natiirlich vorkommende Uronsauren: 
a) Galakturonsaure, b) Glucuronsaure. ¢) Mannuronsaure, d) eine noch nicht 
naher definierte Hexuronsaure. 


a) Galakturonsdure bildet einen Bestandteil der Pektine. Bereits 1895 
hat Tollens (2) aus analytischen Daten zum ersten Male den SchluB ge- 
zogen, daB in den haufig sauer reagierenden Pektinen neben Kohlenhydrat - 
gruppen eine oder mehrere Carboxylreste vorhanden sein missen. Die 
Galakturonsaure wurde 1917 von Suarez (3) aus Citronenpektin und von 
Ehrlich (4) aus Riibenpektin isoliert. Dieses Vorkommen von Calakt- 
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uronsdure in der Natur ist von groBer Bedeutung, besonders wenn 
man berticksichtigt, daB die Pektine zu den meist verbreiteten Zellwand- 
stoffen gehéren. Unter anderem bildet Galakturonsaure einen Bestandteil 
der Saponine (5) und Hemicellulosen. 

b) Glucuronsdure erhielten Schmiedeberg und Meyer (6) 1878 durch 
Isolierung der Camphoglucuronsiure aus dem Harn mit Campher ge- 
fiitterter Hunde. Im Pflanzenreich bildet die Glucuronséure einen Bestand- 
teil der Hemicellulosen und des Pflanzengummis, z. B. im Gummi arabicum, 
in keimenden Samen von Bohnen, Gerste, Kiirbis, im Roggen- und Weizen- 
stroh und in den Glucosiden Glycyrrhizin, Scutellarin und Baicalin. 

c) Mannuronsdure wurde von Nelson und Cretcher (7) in den Meeres- 
algen gefunden und im Gegensatz zu Schmidt und Vocke (8) als Mannuron- 
siure identifiziert. 

d) Hexuronsdure isolierte Szent-Gydrgyi (9) in neuerer Zeit aus den 
Nebennieren der Kiihe. Die Saure reduziert Fehlingsche Lésung in der 
Kalte und ist isomer mit dem Glucuronséurelacton. Die Konfiguration der 
Saure ist nicht bekannt. Es scheint sich hier um eine Uronsaure zu handeln, 
die mit den bisher bekannten nicht identisch ist. Die gleiche Saure wurde 
von Szent-Gyérgyt auch aus Orangensaft und aus Kohlblattern isoliert. 


2. Die natiirlichen Pentosen und Pentosane. 


Pentosen und Pentosane sind in der Natur weitverbreitet; zum Teil 
begleiten sie die Kondensationsprodukte anderer Zucker, z. B. im Pektin, 
Pflanzengummi und Pflanzenschleimen, zum Teil sind sie am Aufbau der 
Glucoside beteiligt. Die in Pflanzen vorkommenden Pentosen sind: 
a) l-Arabinose, b) Xylose, c) d-Ribose. 

a) l-Arabinose bildet einen Bestandteil der Pektine, des Pflanzen- 
gummis, der Hemicellulosen, Saponine und anderer Stoffe. 

b) Xylose ist in den ligninfiihrenden Gewebeteilen der Pflanze ver- 
breitet. Link isolierte Xylane aus 15 verschiedenen Pflanzen (Mais, Buchen- 
holz, Kirschholz, Reisstroh und anderen). 

c) d-Ribose bildet einen Bestandteil der pflanzlichen Nucleinsaéuren. 


3. Die Beziehungen zwischen Uronsiuren und Pentosen. 


Durch Kohlenséureabspaltung aus Uronséuren ist die Bildung von 
Pentosen in genetisch durchsichtiger Weise zu erwarten. 


UV i 
<a “<u 
(CHOH),, — (CHOH),+ C0, 
| 
COOH CH, OH 
Uronsaure Pentose 


Auf der Kohlensaureabspaltung beim Erhitzen von Uronsauren mit 
Mineralséuren beruht eine «uantitative Bestimmungsmethode der Uron- 
sauren (10). Viele Reaktionen haben die Uronséuren mit den Pentosen 
gemein, z. B. geben beide Gruppen beim Kochen mit Mineralsduren F urfurol. 
Das gilt auch fiir einige Farbreaktionen, z. B. die Phloroglucinreaktion und 
die Orcinreaktion. 
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Ganz analog sind die Verhaltnisse bei den polymeren Uronsaéuren und 
Pentosen, den Polyuronséiuren und Pentosanen. 


H OH COOH 
H/OH H\-—0O H H 
—0—\4 ji H\ OH H 0 
; O/ Mee / 
COOH H OH 
Polygalakturonsaure 
H oH H 
a 0 
CO, 4 H/ OH H O—, /H \H 
a \ 
—Q— \H /X H\ OH H / ——0- 
a . 
H H OH 


Polyaraban 


4. Betrachtungen iiber die genetische Verkniipfung von Uronsiuren, 
Pentosen und Pentosanen. 


Schon 1904 hat Newberg (27) auf den Zusammenhang zwischen 
Uronsduren und Pentosen die Aufmerksamkeit gelenkt; er betrachtete 
bereits die Uronsaiuren als die natiirliche Briicke zwischen Hexosen 
und Pentosen. Tatsachlich kommen in der Natur die Uronsauren 
haufig neben Pentosen oder Pentosanen vor. Fir die Art des Vor- 
kommens von Galakturonsiure neben Arabinose sind die Pektine 
besonders charakteristisch. Weiter zeigt es sich, daB der Pektin- 
gehalt im ligninfreien Pflanzengewebe erheblich gréBer ist als der 
Hemicellulosegehalt. _Dagegen sind in den ligninfiihrenden Teilen 
derselben Pflanzen die Verhaltnisse umgekehrt. Die Pektinstoffe sind 
dann praktisch verschwunden. Man (11) nimmt deshalb an, daB Pektin, 
dessen Hauptbestandteil die Galakturonsaure ist, zum gréBten Teil 
durch Decarboxylierung in Hemicellulose iibergeht, die sich als be- 
sonders pentosanreich erweist; Ehrlich (12) hat solche Verhaltnisse 
beim Zuckerriibenpektin beobachtet. Hierin kommt neben Tetra- 
galakturonséure ein Araban vor, an dessen Aufbau vier Arabinose- 
molekiile teilnehmen. Das legt den Gedanken der Bildung dieses 
Arabans aus Tetragalakturonsaéure nahe. Eine andere Tatsache spricht 
fiir die Auffassung, daB in der Natur die Arabinose aus Galakturon- 
siure entsteht. In der Natur kommt ausschlieBlich 1-Arabinose und 
d-Galakturonsiure vor. Aus sterischen Griinden kann aus d-Galak- 
turonsiure durch Decarboxylierung nur |-Arabinose entstehen. Auch 
Glucuronsaure und Xylose scheinen in 4dhnlicher Weise genetisch 
verkniipft zu sein. Dafiir spricht ihr haufiges gemeinsames Vor- 
kommen (13). 
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5. Friihere Untersuchungen iiber den Ubergang von Uronsiuren in Pentosen 
und Pentosane. 

1902 war es Neuberg und Salkowski (14) gelungen, die Xylose aus 
Glucuronsaure durch Bakterien des faulenden Fleisches zu erhalten. Nach 
Candlin und Schrijver (15) wird beim Erhitzen von Pektinséure mit 
verdiinntem Alkali in nennenswerter Menge Kohlenséure abgespalten ; 
dabei entsteht ein hemicellulosedhnlicher Kérper. Linggood (16) erhielt 
aus Citruspektin durch Erhitzen im Autoklaven bei 153° C eine Substanz 
von den Eigenschaften einer Hemicellulose. Die bereits oben erwaihnten 
Untersuchungen Conrads waren die ersten, bei denen versucht wurde, 
der Frage einer Entstehung von Arabinose aus Galakturonsaiure mit 
chemischen Methoden nachzugehen. Die Veranlassung dazu war eine 
Behauptung von Mc Kinnis (17) und Ahmann (18), die die Ansicht 
friiherer Forscher (19) tiber das Vorkommen von Arabinose in Pektin 
bestreiten. Wiahrend viele Forscher die Auffassung vertreten, dab 
Arabinose einen Baustein des Pektins bildet, behaupten Me Kinnis und 
Ahmann, daB die bei der Analyse erhaltene Pentose ein sekundares 
Reaktionsprodukt der Galakturonséure ist, die ihrerseits am Aufbau 
des Pektins teilnimmt. Conrad benutzte bei seiner Nachpriifung dieser 
Streitfrage als Ausgangsmaterial reine Galakturonséure. Er erhitzte 
die Galakturonsiure mit 4°,iger Schwefelsiure. Dabei tritt bereits 
eine erhebliche Decarboxylierung auf (20). Conrad konnte unter den 
Keaktionsprodukten keine Arabinose nachweisen. 


Wir haben die Versuche von Conrad wiederholt und ausgedehnt. 
Es zeigte sich dabei, daB, unter anderen Versuchsbedingungen, Pentose 
unter den Reaktionsprodukten, die beim Kochen von Uronsture mit 
Schwejelsdure entstehen, nachgewiesen werden konnte. 


6. Darstellung der Uronsiurepriparate. 


a) Das Bariumglucuronat wurde aus Gummi arabicum nach einem 
Verfahren von Weinmann (21) hergestellt. Da wir fiir die weiteren Versuche 
Natriumglucuronat brauchten, verarbeiteten wir die Gesamtmenge Barium- 
salz nach Ehrlich und Rehorst (22) auf Natriumglucuronat, das wir auch fiir 
die unten beschriebenen Versuche verwandten. 


b) Das Bariumgalakturonat wurde nach Ehrlich und von Sommerfeld (23) 
aus dem Citronenpektin des Handels oder nach Link und Nedden (26) 
aus kauflichem Polygalacturonid dargestellt. 


Ze Das Verhalten von Natriumglucuronat beim Kochen mit verdiinnter 
Schwefelsiure. 


Unter den beim Kochen von Natriumglucuronat mit verdiinnter 
Schwefelsdure erhaltenen Zersetzungsprodukten gelang es uns, miihelos 
X ylose nachzuweisen. 
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Im folgenden beschreiben wir den von uns wiederholt ausgefiihrten 
Versuch: 


4,25 g Natriumglucuronat wurden in 100 ccm 4°,iger Schwefelséure 
gelést und in einem geraumigen Rundkolben wahrend 5 Stunden zum 
Sieden erhitzt. Die nunmehr braune Lésung gab die Furfurol-Reaktion 
(durch Zugabe von Anilin und Essigséure entstand intensive Rotfarbung). 
Nach dem Neutralisieren mit Bariumcarbonat wurde filtriert und die Lésung 
im Vakuum auf etwa 15 ccm eingeengt. Durch Zusatz von 250 ccm Athanol 
wurde das unzersetzte Natriumglucuronat teils amorph, teils viskos er- 
halten. Die alkoholische Lésung wurde im Vakuum auf ein kleines Volumen 
gebracht und wiederum viel Athanol zugesetzt. Die gefarbte, zuweilen 
triibe Lésung wurde nach der Behandlung mit Norit im Vakuum zu 
Trockne gedampft und der Riickstand in 1 cem Wasser aufgenommen. 
In dieser Lésung. die Fehlingsche Lésung reduzierte, wurde mittels det 
Bertrandschen Reaktion (24) Xylose in folgender Weise nachgewiesen. 
leem der erhaltenen Lésung wurde mit 500mg Cadmiumcarbonat und 
7 Tropfen Brom versetzt und einige Zeit auf dem Wasserbad erhitzt. 
Nach 12stiindigem Stehen wurde zur Trockne gedampft, der Riickstand 
mit 5ceem Wasser aufgenommen, filtriert und bis auf ein Volumen von 
lecm eingedampft. Hierzu wurde 1 cem absoluter Alkohol gegeben. Der 
nach einiger Zeit gebildete Niederschlag wurde abfiltriert, in 1 cem Wasser 
aufgenommen und mit 1 cem absolutem Alkohol versetzt. Der entstandene 
kristalline Niederschlag bestand aus bootférmigen Kristallen, die fiir 
Xylose charakteristisch sind. 

Um jeden Verdacht einer Verunreinigung der Glucuronsaure durch 
Xylose auszuschlieBen, gingen wir auch dieser Frage besonders nach. 
Es zeigte sich dabei, da} dieser Umstand nicht in Betracht kommt. 

6,5 g¢ Natriumglucuronat wurden in Wasser gelést und mit so viel 
Athanol (96°%,ig) gefallt, daB etwa anwesende Xylose in Lésung bleiben 
muBte. Nach dem Filtrieren und Einengen im Vakuum wurde wiederum 
Athanol zugesetzt. Eine eventuelle Triibung und Farbung wurde mit 
Norit beseitigt, filtriert und im Vakuum zur Trockne gedampft. Die Lésung 
des Riickstandes in 1 cem Wasser gab keine Bertrandsche Reaktion, war 
also frei von Xylose. 

Zu untersuchen war noch die Frage, ob Natriumglucuronat eine 
analoge Reaktion mit Cadmiumcarbonat und Brom gibt, wie Xylose. 
Es zeigte sich jedoch, daB mit Natriumglucuronat die Bertrandsche 
Reaktion negativ ausfiel. 


S. Das Verhalten von Bariumgalakturonat beim Kochen mit verdiinnten 
Siurea, 


Nachdem es gelungen war, Xylose unter den Spaltungsprodukten 
der Glucuronsadure (beim Kochen mit 4°,iger Schwefelsiure) nach- 
zuweisen, blieb uns die Aufgabe, nach den Griinden fiir die negativen 
Versuchsergebnisse Conrads zu suchen. Wir haben den Versuch zuerst 
nach der von Conrad angegebenen Methode ausgefiihrt. Dazu wurden 
5g Bariumgalakturonat mit 100 cem 4°,iger Schwefelsiure wahrend 
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5 Stunden zum Sieden erhitzt. In Bestatigung der Ergebnisse Conrads 
lieB sich unter den Spaltungsprodukten der Galakturonséure keine 
Arabinose mit Diphenylhydrazin nachweisen. Bevor wir aus diesem 
negativen Ergebnis jedoch eine SchluBfolgerung ziehen, haben wir an 
erster Stelle untersucht, in welcher Konzentration Arabinose noch mit 
Diphenylhydrazin nachgewiesen werden kénnte. Dazu wurden zu 
Proben von je 10 ccm Arabinoselésung in abnehmenden Konzentra- 
tionen je 15 cem Athanol (96°, ig) und je 200 mg reines, kristallisiertes 
Diphenylhydrazin, das mit Ligroin gewaschen war, gegeben. Das Hydra- 
zon fiel nach 24- bis 48stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur in 
Form von Kristallnadeln aus. F. 204° C (unkorrigiert). 10 mg Arabinose 
waren unter diesen Bedingungen noch leicht nachweisbar. Der negative 
Ausfall des Arabinosenachweises in dem oben beschriebenen Versuch 
muBte demnach anderen Ursachen zuzuschreiben sein. Da sich unter 
den Galakturonséurespaltstiicken auch Furfurol befand, wurde unter- 
sucht, ob die Kristallisation des Diphenylhydrazons hierdurch gestért 
wurde. Dazu wurde Furfurol und Arabinose in verschiedenem Ver- 
haltnis gemischt und in der iiblichen Weise mit Diphenylhydrazin 
gepriift. Die Versuchsreihe ergab, daB eine Kristallisation des Arabinose- 
diphenylhydrazons nur dann erfolgte, wenn das Verhaltnis Arabinose 
: Furfurol gréBer als 2 (250 mg Arabinose, 125 mg Furfurol) war. War 
mehr Furfurol zugegen, so lieB sich keine Arabinose mehr nachweisen ; 
es kristallisierte ausschlieBlich Furfurol-Diphenylhydrazon, das durch 
seine Kristallform vom Arabinose-Diphenylhydrazon unterscheidbar 
war. Fiir die Bestimmung der Arabinose ist also die vorherige Ab- 
trennung des Furfurols erforderlich; die quantitative Verfliichtigung 
des Furfurols 14Bt sich durch Behandeln mit Wasserdampf leicht be- 
wirken. Bei unserer Arbeitsweise fanden wir, da} das Furfurol beim 
Abdestillieren des Lésungsmittels im Vakuum schon gréBtenteils 
fliichtig gegangen war. Bei der Ausfiihrung des Conradschen Versuchs, 
unter Durchleiten von Wasserdampf, konnte jedoch keine Arabinose 
unter den Spaltstiicken nachgewiesen werden. 

Daher wurde der Einflu®B der angewandten Saure auf die als 
Decarboxylierungsprodukt intermediar auftretende Arabinose unter- 
sucht, da bei der angewandten Schwefelsiurekonzentration mit einer 
Furfurolbildung aus der Pentose durch Wasserabspaltung gerechnet 
werden muBte. Fiihrten wir die Decarboxylierung der Galakturonsiure 
mit kleineren Schwefelsiurekonzentrationen, z. B. 2°, durch, oder 
mit FluBséiure bzw. mit Oxalsiure, so wurde die wasserentziehende 
Wirkung der Sauren weitgehend ausgeschaltet. Bei Ausfiihrung des 
Versuchs mit 2°,iger Schwefelsaiure gelang es, unter den Spaltstiicken 
der Galakturonsiure Arabinose nach Newberg (25) mittels Dipheny]l- 
hydrazin nachzuweisen. 
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10g galakturonsaures Barium wurden mit 200 ccm 2°,iger Schwefel- 
siure versetzt und wahrend 6 Stunden in lebhaftem Sieden unter RiickfluB 
gehalten. In dem Reaktionsgemisch war mit Anilin und Essigséure Furfurol 
nachweisbar. Die mit Bariumcarbonat neutralisierte und vom Niederschlag 
filtrierte Lésung wurde mit Norit entfarbt, im Vakuum auf ein Volumen von 
etwa 30cem gebracht und 300cem 96° ,iger Athanol zugegeben. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert und die Lésung im Vakuum vdéllig vom 
Lésungsmittel befreit. Der Riickstand wurde mit Wasser aufgenommen 
und mit Wasserdampf behandelt. Die Lésung wurde mit Norit entféarbt, 
im Vakuum zur Trockne gebracht, und nach wiederholter Entfarbung der 
wasserigen Lésung des Riickstandes mit Norit wurde mit Diphenylhydrazin 
auf Arabinose gepriift. Der gebildete Niederschlag lieB die charakteristischen 
Nadeln des Arabinosediphenylhydrazons erkennen. 


Bei Ausfiihrung des Versuchs mit 1°,iger FluBsiure und mit 
1°. iger Oxalsiure gelang es uns ebenfalls, Arabinose unter den Zer- 
setzungsprodukten der Galakturonsiure nachzuweisen. 


Aus 5,75g Bariumgalakturonat wurde mit etwas weniger als der 
aquivalenten Menge verdiinnter Schwefelsiure die Uronsaéure in Freiheit 
gesetzt. Das Filtrat wurde mit verdiinnter FluBsaure auf ein Volumen von 
100 cem gebracht. Die FluBsaéurekonzentration betrug 0,99°,. Nach 
sechsstiindigem Erhitzen am Riickflu8kiihler war in der Lésung Furfurol 
nachweisbar. Nach Neutralisation mit Bariumcarbonat, Filtration und 
Entfirbung mit Norit wurde die Lésung im Vakuum auf etwa 30 ccm 
eingedampft. Der hierbei resultierende Niederschlag wurde abfiltriert und 
als ein Gemenge von Bariumfluorid und Bariumsilicofluorid identifiziert. 
Mit 300 cem 96°, igem Athanol wurde das unzersetzte Bariumgalakturonat 
gefallt, filtriert und die Lésung im Vakuum eingeengt. Nach Zusatz von 
viel Athanol wurde filtriert, mit Norit entfarbt und im Vakuum das Lésungs- 
mittel entfernt. Die wasserige Lésung des Riickstandes wurde mit Wasser- 
dampf behandelt, mit Norit und Bariumcarbonat digeriert, filtriert und 
im Vakuum auf 10cem gebracht. Diese Lésung enthielt kein Barium, 
reduzierte Fehlingsche Lésung und gab mit Diphenylhydrazin ein kristalli- 
siertes Hydrazon. Da die erhaltene Substanzmenge fiir eine Identifizierung 
nicht ausreichte, wurde die Decarboxylierung mit einer gréBeren Menge 
Bariumgalakturonat wiederholt. Das so erhaltene Arabinosediphenyl- 
hydrazon wurde aus Alkohol und Pyridin umkristallisiert. F. 198 bis 
202° C. 

Eine Mischprobe mit reinem Arabinosediphenylhydrazon zeigte keine 
Schmelzpunktdepression. F. 198 bis 202°C. 


9. Zusammenfassung und SchluSbetrachtung. 


1. Unter den bei Behandlung von Glucuronséure mit verdiinnter 
Schwefelsiure in der Siedehitze entstandenen Spaltstiicken wurde 
Xylose als Decarboxylierungsprodukt nachgewiesen. 

2. Im Gegensatz zu Conrads Untersuchungen konnte bei der 
Behandlung von Galakturonsaure mit Siuren bestimmter Konzentration, 
z. B. 2°%,iger Schwefelsiure, in der Siedehitze unter den Reaktions- 
produkten Arabinose nachgewiesen werden. FluB- und Oxalsaure 
wirken analog. 
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3. Die Menge der nachweisbaren Pentosen entspricht nicht der 
entwickelten Menge Kohlensiure; sie ist viel geringer. Diese Tatsache 
1aBt sich erklaren mit der Annahme, daB die bei der Decarboxylierung 
von Uronsduren intermediiir entstandenen Pentosen leicht Wasser 
abspalten und in Furfurol iibergehen. Uber Versuche, die es wahr- 
scheinlich machen, daB die Furfurolbildung auf einem anderen Wege als 
iiber die Pentosen verlauft, werden wir in Fortsetzung dieser Unter- 
suchung berichten. 


Am Schlu6 dieser Untersuchung danke ich Herrn Professor Dr. G. van 
Iterson jr.. der die Anregung zu dieser Arbeit gab, fiir seine wohlwollende 
Foérderung, sowie Fraulein Dr. A.C. Sloep und Herrn Dr. H. E. W. Lutz 
fiir ihre wertvollen Ratschlage. 
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Weitere Untersuchungen iiber die Einwirkung der Halogen- 
essigsiuren auf den Spaltungs- und Oxydationsstoffwechsel. 


Von 


Einar Lundsgaard. 
(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. } 
(Eingegangen am 2. Mai 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wahrend der 2 Jahre, die seit der Veréffentlichung meiner ersten 
Mitteilung iiber die Einwirkung der Jodessigsiure auf die Kohlenhydrat- 
spaltung (12) verlaufenen sind, ist diese Einwirkung der halogen- 
substituierten Fettsiuren zum Gegenstand einer nicht unbetrachtlichen 
Reihe von Untersuchungen gemacht worden. Durchgingig darf be- 
hauptet werden, daB die Ergebnisse dieser Versuche mit denjenigen 
meiner ersten Versuche gut iibereinstimmen. Die Hauptziige dieser 
letztgenannten Ergebnisse waren folgende: 


1. Jod--und Bromessigsiure vermégen sogar bei relativ schwacher 
Konzentration die anaerobe Glykosespaltung, und zwar sowohl die 
Milchsaiurebildung im animalischen Gewebe als die alkoholische Girung 
in lebender PreBhefe und in Zymasepraiparaten zum Stillstand zu 
bringen. 

2. Nach Anfhebung der anoxybiotischen Glucosespaltung vermag die 
Respiration unbeeintrachtigt oder heinahe unbeeintrichtigt bleiben. 
Da Versuche mit Hefe zu ergeben schienen, daB unter derartigen Um- 
stinden Kohlenhydrat oxydiert wurde, hielt ich die SchluBfolgerung 
fiir berechtigt: 

3. DaB es méglich ist, durch Jodessigsiurevergiftung den anoxy- 
biotischen von dem oxybiotischen Kohlenhydratabbau zu _ trennen. 


Uber den ersten Punkt herrscht durchgangig Finigkeit; nur die 
Frage dariiber, auf welcher Stufe der Reaktionskette die hemmende 
Einwirkung einsetzt, ist etwas strittig gewesen. Bereits nach meinen 
ersten Versuchen war es am wahrscheinlichsten, die Hemmung auf einen 
sehr friithen Zeitpunkt des Abbauprozesses zu verlegen, was erstens 
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aus dem Umstand hervorzugehen schien, daB in Garungsversuchen mit 
vergifteter Hefe kein Schwund der zugesetzten Glucose nachweisbar 
war, und auBerdem aus dem Umstand, da6 die Phosphorylierung in 
vergifteten Zymasepraparaten unterblieb. Dieser Auffassung stimmt 
Yamasaki bei (20); er hat in Versuchen mit Hefemazerationssaft nach- 
gewiesen, da Hexose-di-phosphorsiure in Gegenwart von jodessigsaurem 
Natrium vergoren wird. Auch nach Lohmann (10) ist die hemmende 
Einwirkung auf die Milchséurebildung in Muskelextrakten auf die 
allerfrihesten Stufen der Reaktionskette zu verlegen, und auch bei ihm 
war die Spaltung zugesetzter Produkte, wie z. B. Hexose-di-phosphor- 
siure und Methylglyoxal, weit weniger gehemmt als die Milchsiure- 
bildung aus Glykogen. 

Barrenscheen und Brawn (2) haben die Vermutung geaéuBert, daB die 
hemmende Beeinflussung der Glykolyse durch Jodessigsiure auf einer 
Zerstérung des Adenylpyrophosphats beruhe. Diese Vermutung ist kaum 
zutreffend und wird auch von Lohmann abgelehnt; aber selbst nach dieser 
Auffassung ware die Hemmung auf die allerersten Stufen des Spaltungs- 
prozesses zu verlegen, weil nach Lohmann (9) die Co-Fermentrolle des 
Adenylpyrophosphats darin besteht, daB die der Spaltung des Kohlen- 
hydrats in Milchséure vorhergehende Veresterung des Phosphats bei gleich- 
zeitiger Aufspaltung von Adenylpyrophosphorséure verliuft. Dudley (6) 
nimmt an, daB die Hemmung der Glykolyse auf einer Beeintrachtigung der 
Wirkung der Methylglyoxalase beruht; aus Dudleys Versuchen geht jedoch 
hervor (in Ubereinstimmung mit Lohmanns Ergebnissen), daB fiir eine 
Beeintrachtigung der Wirkung der Methylglyoxalase weit starkere Jod- 
essigsaurekonzentrationen erforderlich sind als diejenigen, welche die Milch- 
sdurebildung aus Glykogen aufheben. 


Auf welcher Stufe des anoxybiotischen Kohlenhydratabbaues 
die Halogenessigsiuren eine hemmende Wirkung ausiiben, ist eine 
nicht unwichtige Frage fiir die Bewertung derjenigen Versuche, in welchen 
es gelungen ist, nach Aufhebung der Glykolyse eine intakte Respiration 
nachzuweisen. 

So schreiben Nilsson, Zeile und v. Euler (17): ..Vielmehr ziehen- wir 
die Méglichkeit in Erwaigung. da die Jodessigsiurehemmung der Garung 
bei intakter Atmung nicht die ganze anaerobe Reaktionskette betrifft, 
sondern daB dabei nur der schliefliche, fiir die Atmung nicht unbedingt 
erforderliche Teil von der Vergiftung betroffen wird.“ 

Nach obigen Ausfiihrungen dirfen wir es ohne Zweifel als sicher 
erachten, daB die Garungshemmung auf einer sehr friihzeitigen Stufe 
der Reaktionskette einsetzt, und daB deshalb in den vergifteten Proben 
keine Rede von Bildung von Zwischenprodukten sein kann, welche der 
Oxydation als Material dienen kénnen. 


Als weiteres Ergebnis der obengenannten Versuche mu indessen 
gleichzeitig hervorgehoben werden, daB die Gdrung derartiger Zwischen- 
produkte weniger von Jodessigsiure gehemmt wird als die Garung 
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des*nicht umgewandelten Kohlenhydrats; deshalb liegt der Gedanke 


nahe, daB ebenfalls die Oxydation derartiger Zwischenprodukte, gleich- 


giiltig ob zugesetzt oder in der Probe gebildet, leichter erfolgen wird als 
die Oxydation der Kohlenhydrate selbst. 

Beziiglich des oben genannten zweiten Hauptpunktes meiner 
friiheren Ergebnisse, nimlich daB es méglich ist, eine praktisch gesprochen 
normale Respiration aufrechtzuerhalten, selbst nachdem die anaerobe 
Kohlenhydratspaltung mittels Jodessigsiure zum Stillstand gebracht 
worden ist, herrscht ebenfalls beinahe vollstandige Einigkeit. 


Bereits in einer friiheren Arbeit (13) habe ich indessen hervorheben 
miissen, daB die genannte Trennung des Oxydations- von dem Spaltungs- 
stoffwechsel nur unter gewissen Umstanden erreichbar ist; insbesondere 
ist hierfiir eine weit genauere Dosierung des Giftstoffes erforderlich. 
als die ersten Versuche vermuten lieBen. 


Cayrol und Genevois(5) haben in Versuchen mit bromessigsaure- 
vergifteter Hefe nach totaler Aufhebung der Gérung sowohl in Glykose- 
als in Natriumlactatsubstrat normale Respiration sowie auch normales 
Wachstum gefunden und folgern hieraus, daB sowohl Respiration als auch 
die Pasteur-Meyerhojsche Reaktion von der Gérung unabhiangig sind. 
Nilsson, Zeile und v. Euler (17) finden, ebenso wie ich, unter gewissen 
Umstanden selbst bei totaler Garungshemmung eine intakte Respiration 
vor. Boysen-Jensen (3) hat meine friiheren Versuche mit Hefe mittels der- 
selben Methodik wie die von mir benutzte nachgepriift und vermag meine 
Ergebnisse zu bestatigen. Die intakte Respiration in jodessigsiurevergifteten 
Muskeln zu demonstrieren, gelang mir indirekt durch den Nachweis (13), 
daB derartige Muskeln in Sauerstoff eine weit gréBere Arbeit zu leisten 
vermégen als in Stickstoff. Dieses Ergebnis ist von Hill und Mitarbeitern (4) 
bestatigt worden, welche auBerdem durch den Nachweis einer Restitutions- 
warme bei vergifteten, in Sauerstoff gereizten Muskeln die Oxydation mehr 
direkt zu demonstrieren vermochten. Besonders erfolgreich sind Versuche 
von Meyerhof und Boyland (15). Es ist diesen Forschern gelungen, jod- 
essigsiurevergiftete Muskeln bei Reizung in Sauerstoff eine sogar sehr 
erhebliche Anzahl Kontraktionen ausfiihren zu lassen, und sie haben unter 
diesen Umstanden einen gesteigerten Sauerstoffverbrauch gleicher Héhe 
wie bei normalen Muskeln gefunden. Durch gleichzeitige Bestimmung des 
respiratorischen Quotienten gewinnt diese Versuchsreihe ein besonderes 
Interesse. Der ermittelte respiratorische Quotient betragt sowohl bei Ruhe 
als bei Arbeit 0,7 bis 0,8. Lactatzusatz fiihrt eine Steigerung des Quotienten 
auf ungefahr 1 herbei. 


Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen hat Krebs (7) beobachtet, daB 
eine Vergiftung von Gewebsschnitten mittels Jodessigsiure einer der- 
artigen Konzentration, daB die Milchséiurebildung ausgeschlossen wird, 
gleichzeitig die Respiration aufhéren la8t. Wird aber einem derartigen 
vergifteten Gewebe Lactat zugesetzt, dann ergibt sich eine beinahe normale 
Respirationsintensitét. Einen Gegensatz hierzu bildet die Angabe von 
Banga, eSchneider und Szent-Gyérqyi (1), daB Lactatzusatz die von Jod- 
essigsiure selbst hoher Konzentration auf zerschnittene Herzmuskulatur 
ausgeiibte, iibrigens ganz unerhebliche Respirationshemmung nicht 
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beeinfluBt. Bei der Beurteilung dieser Beobachtung muB jedoch bedacht 
werden, da8 Muskulatur, welche erst nach Feinzerteilung vergiftet wird, 
erhebliche Milchséuremengen enthalten muB8. 

Wahrend somit iiber die Erreichbarkeit einer Trennung der Re- 
spiration von der anoxybiotischen Kohlenhydratspaltung in weniger 
sensiblem Gewebe als Gewebsschnitten Cbereinstimmung zu herrschen 
scheint, enthalt die zurzeit vorliegende Literatur keine Angaben, welche 
die aus meinen Hefeversuchen gezogene SchluBfolgerung direkt stiitzen, 
daB es méglich ist, einen oxybiotischen Kohlenhydratabbau aufrecht- 
zuerhalten, nachdem der anoxybiotische Kohlenhydratabbau zum 
Stillstand gebracht worden ist!. Im Gegenteil deuten Meyerhofs und 
Boylands (15) obenerwihnte Versuche darauf hin, daB die Oxydation 
in jodessigsiurevergifteten Muskeln nicht auf der Basis von Kohlen- 
hydrat erfolgt. Ferner deuten sowohl diese als die Versuche von Krebs 
darauf hin, daB praformierte Spaltungsprodukte aus dem anoxy- 
biotischen Kohlenhydratabbau, selbst unter Umstinden, wo un- 
gespaltenes Kohlenhydrat nicht angegriffen wird, oxydiert werden. 
Ich habe selbst bereits vor langerer Zeit beobachtet, daB® zerschnittene, 
mit Lactat versetzte Muskulatur weit héhere Jodessigsiurekonzen- 
tration vertragt ohne Beeinflussung der Respiration als intakte Muskeln 
ohne Lactatzusatz. Da8 diese Erscheinung fiir die Ergebnisse meiner 
Hefeversuche eine Rolle hatte spielen kénnen, war von vornherein 
nicht undenkbar; denn die von Nilsson, Zeile und v. Euler in Erwigung 
gezogene Méglichkeit ist zwar kaum stichhaltig, andererseits aber 
wurde in meinen Versuchen vor Zusatz des Giftstoffes eine Angarungs- 
zeit in Anwendung gebracht, so daB die Proben am Beginn des Versuches 
praformierte Spaltungsprodukte enthalten haben kénnen, deren Be- 
deutung fiir die Ergebnisse nicht von vornherein schaétzbar war. Ob- 
schon Boysen-Jensen, Cayrol und Genevois sowie Szent-Gydrgyi der 
aus meinen Hefeversuchen gezogenen ziemlich weitgehenden SchluB- 
folgerung beigepflichtet haben, habe ich es als erforderlich erachtet, 
meine friiheren Ergebnisse mittels einer etwas anderen Methodik als 
die friiher benutzte nachzupriifen. Eine Anregung hierzu bildete 
auch der Umstand, daB die Intensitat der Vergiftung, wie sich er- 
wiesen hat, von verschiedenen Faktoren, und zwar insbesondere von 
der Reaktion der Proben und der Dauer der Angérungszeit, sehr stark 
beeinfluBt wird. Meine Unkenntnis dieser Umstande zurzeit der Aus- 
fiihrung meiner ersten Versuche hat allerdings fiir alle diejenigen 
Versuche, in welchen Garung und Respiration an derselben Probe 


1 Diese Annahme hat indessen eine wertvolle Stiitze durch eine Arbeit 
von Trautwein und Wassermann (18) bekommen, indem diese €Forscher 
beobachtet haben, daB die Garung bei alkalischer Reaktion aufgehoben 
werden kann, wahrend gleichzeitig die Atmung unbeeintrachtigt bleibt. 
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untersucht wurden, keine Bedeutung haben kénnen, sehr wohl aber fiir 
einzelne andere Versuche, in welchen die Konzentration der Hefe- 
suspension der Respirationsprobe eine andere und schwachere war 
als in derjenigen Probe, die zur Kontrollierung der Garungshemmung 
diente. 

Die hier vorliegenden Untersuchungen umfassen folgende Punkte. 


1. Der EinfluB der Reaktion auf die Wirkung von Jod- und Brom- 
essigsiure auf Garung und Respiration. 

2. Vergleich der Einwirkung verschiedener halogensubstituierter 
Fettsiuren auf die Garung. 

3. Bestimmung der Beziehung zwischen Garung und Respiration 
sowie des respiratorischen Quotienten jodessigsiurevergifteter Hefe. 

4. Das Vermégen vergifteter Hefe, Garungsprodukte, wie z. B. 
Alkohol und Brenztraubenséure, zu oxydieren. 

5. Die Kohlenhydratsynthese in normaler und vergifteter Hefe in 
Alkoholsubstrat. 


In saimtlichen Versuchen wurde sowohl Garung als Respiration 
manometrisch nach Warburg bestimmt. Die Versuche wurden bei 
einer Temperatur von 18° ausgefiihrt. 


1. Einflu8 der Reaktion auf die Wirkung der Jod- und Bromessigsiure auf 
Girung und Respiration. 


Methodik. 


Eine Suspension von 4g frischer PreBhefe in 20cem 5°, iger 
Glucoselésung wird 30 Minuten bei 18° angegoren. Nach vollzogener 
Angarung wird aus dieser Suspension 1 ccm in Kolben abgemessen, 
die 10 cem Pufferlésung enthalten nebst 9 ccm einer 10°, igen Glucose- 
lésung, welcher eine derartige Jod- oder Bromessigsiuremenge zugesetzt 
ist, daB die Konzentration der zubereiteten Proben m/1000 ausmacht. 
Den in dieser Weise hergestellten ungefahr 1°, igen Hefesuspensionen 
wird fiir jede Probe je 1 eccm entnommen. Die benutzten Warbhurg- 
GefaBe hatten ein Volumen von 16 bis 20 ccm. Die Abmessung der 
Proben, die Durchleitung von Sauerstoff oder Stickstoff sowie der 
Temperaturausgleich nach Einbringung der GefaBe in den Thermostaten 
haben eine derartige Zeit beansprucht, daB mit der ersten Ablesung 
erst 45 Minuten, nachdem die Hefe mit dem Giftstoff in Beriihrung 
getreten war, begonnen werden konnte. Im py Bereich von 4 bis 6 
wurde Citratpuffer, im Bereich 6 bis 7 Phosphatpuffer benutzt. Bei 
pu 6 wurden mit Citrat- und Phosphatpuffer vergleichende Versuche 
vorgenommen, ohne daB in den Ergebnissen irgendwelcher von der 
Puffersubstanz herriihrender Unterschied nachweisbar war. Neben 
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jeder Probe wurden Normalproben gemacht, mit welchen die Garungs- 
und Respirationsintensitét der vergifteten Proben verglichen wurden. 
Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen sind in den nachstehenden 
Kurven verzeichnet. 
Wie aus den Kurven ersichtlich, ist die Giftwirkung sowohl fir die 
Garung als die Respiration auBerst reaktionsabhangig. 
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Abb. 2. 
Abhangigkeit der Garungs- und Respirationshemmung von der Reaktion. 


) . = Gurung. ee xX = Garung. 
Jodacetat m_1000 j = Atmung. Bromacetat m/1000 | x ~X = Atmung. 





Neuberg und Kobel (16) haben beobachtet, daB ,,das jodessigsaure 
Salz bei Verschiebung des py nach der alkalischen Seite etwas in seiner 
Wirkung behindert ist‘. Nach meinen Versuchen ist die Reaktions- 
abhangigkeit der Giftwirkung sogar sehr groB, indem eine Giftkonzen- 
tration, die bei px 5 beinahe totale Gérungshemmung herbeifiihrt, bei 
pu7 nur eine schwache Wirkung, in einigen Fallen sogar iiberhaupt keine 
Wirkung ausiibt. Ein Vergleich der Kurven der Abb. 1 und der Kurve 
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der Jodessigsiureversuche der Abb. 2 zeigt, daB verschiedene Praparate 
der gleichen Hefeart eine ziemlich verschiedene Reaktionsempfindlich- 
keit aufweisen kénnen. Die Erreichung einigermaBen konstanter Er- 
gebnisse, d. h. einer gleichgradigen Garungshemmung bei Anwendung 
der gleichen Giftkonzentration und des gleichen py an verschiedenen 
Versuchstagen ist mit einiger Schwierigkeit verkniipft. Die Bedingung 
hierfiir ist vor allem die Anwendung desselben Hefepraparats fiir die 
verschiedenen Versuche. In simtlichen weiteren Versuchen wurde Preb- 
hefe II benutzt, welches Praparat das gleiche ist wie in meinen friiheren 
Versuchen. Die genaue Innehaltung ganz einheitlicher Versuchsbedin- 
gungen ist unbedingt erforderlich, und zwar 1. wegen der Progressivitat 
der Vergiftung, 2. wegen der Bedeutung der Angirungszeit fiir die Resi- 
stenz gegeniiber der Vergiftung. Auf den ersten Punkt, die Progressi- 
vitat der Vergiftung, habe ich bereits in meiner ersten Arbeit (12) 
aufmerksam gemacht. Auch Lohmann (10) hebt nach seinen Erfahrungen 
mit Muskelextraktversuchen hervor, daB die Jodessigsiurevergiftung 
eine ausgepragte ,,Zeitreaktion“ ist. Deshalb ist die Innehaltung genau 
gleicher Versuchsdauer fiir Versuche erforderlich, die direkt miteinander 
vergleichbar sein sollen. Die in den Abbildungen wiedergegebenen 
Kurven sind alle auf der Grundlage der 30 Minuten nach Beginn 
des Versuchs folgenden Versuchsperiode gezeichnet, d. h. wiederum 
75 Minuten nach Zusatz des Giftstoffs. Die grofe Bedeutung der 
Angarungszeit war mir beim Beginn der Versuche nicht klar. 
Erst nachdem die gleiche Angirungszeit innegehalten und nachdem 
die Temperatur wahrend der Angirung reguliert wurde, lieB sich 
eine befriedigende Ubereinstimmung zwischen den Versuchen er- 
reichen. 


Bei Unterlassung der Angarung stellt sich bei der von mir benutzten 
Hefe und Giftkonzentration bereits bei py 7 beinahe totale Garungs- 
hemmung ein, und bei Verlangerung der Angarungszeit steigert sich die 
Resistenz sowohl der Garung als der Respiration jedenfalls innerhalb 
einer Angarungszeit bis 60 Minuten. 


Wie aus den Kurven ersichtlich, fiihrt sowohl Jod- als Bromacetat 
der hier angewandten Konzentration von m/1000 bei py 5 eine praktisch 
gesprochen totale Garungshemmung herbei. Die Respiration ist unter 
diesen Umstanden und innerhalb der angewandten Beobachtungsdauer 
normal oder sogar leicht erhéht (eine Erscheinung, auf welche auch 
Nilsson, Zeile und v. Euler aufmerksam machen). Noch bei py 4,5 bleibt 
die Repiration ziemlich unbeeinfluBt, bei saurer Reaktion aber ist 
auch die Respiration merklich behindert. Somit besteht nur ein relativ 
enger Bereich, innerhalb dessen die Garung zum Stillstand gebracht 
werden kann, wahrend die Respiration intakt bleibt. 


5* 
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2. Vergleich der Wirkung verschiedener halogensubstituierter Fettsiuren auf 
Girung und Respiration. 


Von dem Bestreben geleitet, méglicherweise andere halogen- 
substituierte Fettsiuren zu finden, welche die Respiration weniger als 
die Jodessigsiure beeinflussen, gleichzeitig aber die Wirkung der letzteren 
auf die Garung besitzen, habe ich verschiedene derartige Sauren durch- 
gepriift, und zwar auBer der Monojodessigsaiure, «- und £-Jodpropion- 
siure, Mono-, Di- und Tribromessigsiure, «- und £-Brompropionsaure, 
Monochloressigsiure sowie schlieBlich Phenylessigsaure. 


Bis auf die Monobromessigséiure haben diese simtlichen Sauren 
eine derartig schwache Wirkung auf die Garung gezeigt, daB auf weitere 
Versuche mit denselben, weil wenig aussichtsreich, verzichtet wurde. 
Unter Umstinden, wo Monojod- und Monobromessigsiure totale 
Garungshemmung herbeifiihren, d.h. bei einer Konzentration von 
m/1000 und px 5, vermag nur die Dibromessigséure einige Wirkung 
auf die Garung auszuiiben, wahrend sowohl Tribromessigsiure als die 
untersuchten Propionsiuren die Garung vo6llig unbeeinfluBt lassen. 
Monochloressigsiure vermag sogar in Konzentration von bis m/250 
iiberhaupt nicht die Garung bei py 5 zu beeinflussen. Die Phenylessig- 
siure wurde mitgepriift, weil dieselbe nach Angabe von Labes, Richard 
und Jansen (8) die gleiche oder sogar eine noch héhere kolloid-chemische 
Wirkung besitzt als die halogensubstituierten Essigsiuren. Indessen 
scheint die Phenylessigsiure keine Wirkung auf die Garung zu besitzen; 
somit kann zwischen der Proteinwirkung dieser Saéuren und _ ihrer 
spezifischen Wirkung auf das Garungsenzymsystem kein Parallelismus 
bestehen. 


Da die Bromessigsiure bei gleicher Konzentration und Reaktion 
wie die Jodessigsiure totale Giarungshemmung herbeifiihrt, wurde die 
Wirkung derselben auf Garung und Respiration in gleicher Weise 
gepriift wie diejenige der Monojodessigsiure. Die Ergebnisse dieser 
Bestimmungen sind in Kurvenform in Abb. 2 mitverzeichnet. 

Wie aus den Kurven ersichtlich, unterscheiden sich Monojod- 
und Monobromessigsaiure beziiglich der Wirkung auf Garung und Re- 
spiration sowie beziiglich der Abhangigkeit dieser Wirkung von der 
Reaktion nicht wesentlich voneinander. 


Was die Bromessigsaure betrifft, ist deren Garungshemmung bei 
Reaktionen auf der alkalischen Seite von py 5 zwar etwas mehr aus- 
gesprochen als diejenige der Jodessigsiure; die beinahe vollstandige 
Beseitigung der Girung wird aber erst unter den gleichen Bedingungen 
fiir beide Saiuren erreicht; auch war beziiglich der Resistenz der Respira- 
tion gegeniiber Jod- bzw. Bromessigséure irgendwelcher Unterschied 
mit Sicherheit nicht nachweisbar. Ich habe deshalb fiir die weiteren 


3. 





en- 

als 
ren 
ch- 
on- 
re, 


ren 
ere 
de. 
ale 
ron 
ing 
die 
en. 
150 
ig- 
urd 
she 


sen 


rer 
1us 


ion 
die 
ise 
ser 


xd- 
ler 


bei 
1s- 
ige 
en 
ied 
en 








Einwirkung usw. auf den Spaltungs- und Oxydationsstoffwechsel. 69 


Versuche Jodessigsiure benutzt, auch weil sich hierdurch ein Vergleich 
zwischen den vorliegenden und meinen friiheren Versuchen besser 
anstellen ]aBt. 


3. Bestimmung der Beziehung zwischen Girung und Respiration von jod- 
acetatvergifteter Hefe sowie Bestimmung des respiratorischen Quotienten in 
Versuchen von lingerer Dauer. 


Obgleich es, wie aus den oben erwahnten Versuchen hervorgeht, 
bei Anwendung von Jodacetat einer Konzentration von m/1000 méglich 
ist, innerhalb des Reaktionsgebietes py 5 bis 4,5 nach Aufhebung der 
Garung eine beinahe normale Respiration aufrechtzuerhalten, liefern 
diese Versuche jedoch keinen endgiiltigen Beweis dafiir, daB derart 
vergiftete Hefe Kohlenhydrate direkt oxydiert. Wie bereits erwahnt, 
mégen von der Angarungszeit und der Zeit nach Zusatz des Giftstoffs, 
wahrend welcher die Garung noch nicht voéllig beseitigt ist, herriihrende 
Garungsprodukte vorhanden sein, welche der Oxydation als Material 
dienen mégen. Die Tatsache, daB die Respiration in Proben, in welchen 
die Garung zum Stillstand gebracht worden ist, allmahlich abnimmt, 
falls sich die Versuchsdauer tiber die in den obenerwahnten Versuchen 
benutzte Zeit hinaus erstreckt, lieBe sich sehr wohl als Folge des all- 
mahlichen Verschwindens vorhandener Géarungsprodukte erklaren. 
Andererseits scheint die Tatsache, daB8 diese Respirationshemmung 
weit friiher in Proben bei py 4 als bei px 5 eintritt, auf das Vorhanden- 
sein einer spezifisch hemmenden Wirkung auf die Respiration zu deuten, 
d.h. daB die etwa eintretende Respirationshemmung nicht auf die 
Beseitigung der Garung allein zuriickzufiihren ist. Das einzige Garungs- 
produkt, dessen Vorhandensein in gréBeren Mengen in den angegorenen 
Proben vermutet werden darf, ist Alkohol. Die Gairung wahrend der 
Angarungsperiode ist namlich eine normale alkoholische Géarung, 
und man wei, daB bei einer solchen die Nebenprodukte nur wenige 
Prozente des gebildeten Alkohols ausmachen. Ob die in den vergifteten 
Proben beobachtete Oxydation eine Alkoholoxydation ist, sollte durch 
Bestimmung des respiratorischen Quotienten feststellbar sein. Das 
Vorhandensein gréBerer Mengen sonstiger Spaltungsprodukte, welche 
denselben Quotienten als Glykose zu geben verméchten, ist nicht denk- 
bar, was dazu berechtigt, eine durch langere Zeit aufrechterhaltene 
Respiration mit Quotienten um 1 als Beweis einer Kohlenhydrat- 
oxydation aufzufassen. 


Wie bereits erwihnt, nimmt die Respiration in den bis zur Be- 
seitigung der Garung vergifteten Proben allmahlich ab. Da diese all- 
mahlich eintretende Respirationshemmung dem progressiven Charakter 
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der Vergiftung zu verdanken sein mag, habe ich versucht, ob es etwa 


méglich ware, nach Eintritt der Gairungshemmung die Giftwirkung At 
abzuschwachen, und zwar entweder mittels einer Verdiinnung, durch rh 


welche die Konzentration des Giftstoffes herabgesetzt wird, oder mittels 
einer Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite hin. Die 
Bedingung dafiir, durch derartiges Verfahren bei beseitigter Garung 
eine besser aufrechterhaltene Respiration zu erreichen, ist, daB die 
Garungshemmung irreversibel ist. Dies ist, wenn der Giftstoff nur eine 
kirzere Zeit mit voller Kraft auf die Hefe eingewirkt hat, nicht immer 
der Fall. In Versuchen von langerer Dauer wird die Garung nach 
Abschwachung der Giftwirkung mitunter allmahlich um so viel resti- 
tuiert, daB die Versuche wertlos werden, um so mehr, weil die Respiration, 


selbst falls das Girungsvermégen einigermaBen wieder hergestellt wird, Ge 
immerhin nicht merklich besser aufrechterhalten wird, als wenn solches 
nicht der Fall ist. (Auch diese Erscheinung diirfte darauf hindeuten, R 


daB die Respirationshemmung nicht einfach eine Folge der Garungs- 
aufhebung ist.) In kiirzere Zeit dauernden Versuchen mit Hefe, deren 
Respiration empfindlicher ist, als es bei der meinerseits fiir diese Versuche 
benutzten Hefe der Fall war, kann eine durch das eine oder das andere Al 

















genannte Verfahren herbeigefiihrte Abschwachung der Giftwirkung a 
nach Eintritt der Garungshemmung immerhin einen Wert besitzen. 
Unter den in Form von Tabellen wiedergegebenen Versuchen sind einige 
aufgenommen, bei welchen eine Abschwachung der Vergiftung mittels 
Reaktionsverschiebung herbeigefiihrt ist. In diesen Versuchen ist keine 
Restitution der Garung eingetreten. 
Versuch 1. 
Angirung 30 Minuten bei 18°. Vergiftung: Jodacetat m/1000 bei pu 4,5 Re 
1 Stunde. Danach Verschiebung der Reaktion bis zu pu 5,5. Die erste 
Ablesung 90 Minuten nach Zusatz des Giftstoffes angefangen. Hefemenge: 
5 meg. 
— - - — — — se Ar 
Normal Vergiftet Jo 
G&arung Atmung Garung Atmung 
emm CO, emm O02 emm CO, emm 02 = 
1Std.| 125 | 59 0 49 
Bie 120 52 0 51 
a 50 0 46 
e; 49 0 40 | 
Bs 47 0 36 


Fiir die ganze Versuchszeit: Atmung 86°, der normalen Atmung. 
Gaérung: O. Angarung und Herstellung der Proben in Versuch | bis 5 wie 
unter Methodisches, Abschnitt 1, beschrieben. Re 











ing 
rch 
tels 
Die 
ing 
die 
ine 
ner 
ach 
sti- 
on, 
rd, 
hes 
en, 
gs- 
ren 
the 
ere 
ing 
en. 
ige 
els 
ine 


ste 
pe: 


ng. 
vie 


Einwirkung usw. auf den Spaltungs- und Oxydationsstoffwechsel. 71 


Versuch 2. 


Angarung 30 Minuten bei 18°. Vergiftung: Jodacetat m/1000 bei pr 4.5. 
1 Stunde. Danach Verschiebung der Reaktion bis zu py 5,5. Die erste 
Ablesung 90 Minuten nach Zusatz des Giftstoffes angefangen. Hefemenge: 








5 mg. 
Vergiftet 
Garung Atmung Respirations- 
emm CO, emm O, quotient * 
1 Std. 2 36 0,81 
2 « 0 36 0,93 
3 ° 0 32 1,02 
4, 0 28 1,14 


* Zur Bestimmung des respiratorischen Quotienten dienten in allen Versuchen zwei 
Gefibe, eins mit NaOH im Einsatz und ein zweites ohne NaH. 


Fiir die ganze Versuchszeit: Atmung etwa 65°, der normalen Atmung. 
Respirationsquotient: 0,97. Gérungs-CO,/Atmungs-CO, = 0,016. 


Versuch 3. 
Angirung 30 Minuten bei 18°. (Durchperlung mit Sauerstoff.) Vergiftung: 
Jodacetat m/1000 bei px 5,0. Die erste Ablesung 45 Minuten nach Zusatz 
des Giftstoffes angefangen. Hefemenge: 5 mg. 





Vergiftet 


Girung Atmung Respirations- 
emm CO2 emm Oy, quotient 
1 Std. 4,5 37 0,81 
oo 1,3 25 1,08 
mi 0 22 1,05 
e* > 0 18 1,12 


Fur die ganze Versuchszeit: Atmung etwa 50°, der normalen Atmung. 
Respirationsquotient: 0,98. Géarungs-C O,/Atmungs-C O, — 0,058. 


Versuch 4. 
Angarung 30 Minuten bei 18°. (Durchperlung mit Sauerstoff.) Vergiftung: 
Jodacetat m/1000 px 5,0. Die erste Ablesung 45 Minuten nach Zusatz des 
Giftstoffes angefangen. Hefemenge: 5 mg. 














Normal Vergiftet 
Girung Atmung _ Respirations- Garung Atmung'—_ Respirations- 
emm CO, emm O» quotient emm CO, emm O02 quotient 
1 Std. 103 57 1,21 13 48 0,87 
ee 100 52 1,25 1 30 1,10 
_ ge 49 1,39 0 21 1,14 
o> 50 1,48 0 15 1,08 


=~ ¢ 


Fir die ganze Versuchszeit: Atmung 55°, der normalen Atmung. 


Respirationsquotient: 1,00. Garungs-C O,/Atmungs-CO, = 0,12. 
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Versuch 5. 
Angérung 30 Minuten bei 18°. Vergiftung: Jodacetat m/1000, py 5.0. 
Die erste Ablesung ist 45 Minuten nach Zusatz des Giftstoffes angefangen. 
Hefemenge: 5 mg. 





Vergiftet 
Garung Atmung Respirations- 
emm CO, emm Op» quotient 
1 Std. 4.5 41 1,01 
miss 0 24 1,19 
-. i 0 23 1,05 


Fiir die ganze Versuchszeit: Atmung etwa 58°, der normalen Atmung. 
Respirationsquotient: 1,03. Géarungs-CO,/Atmungs-CO, = 0,05. 


Die in den Tabellen aufgefiihrten Versuche stellen nur eine Auswahl 
simtlicher vorgenommenen Versuche dar. Unter den nicht auf- 
genommenen Versuchen gibt es auch einige, die nicht so wohlgelungen 
sind wie diejenigen der Tabellen, indem es nicht in simtlichen Versuchen 
gelang, die Garung so vollstandig zu beseitigen wie in den hier wieder- 
gegebenen Versuchen. Ubrigens wird aus den Versuchen hervorgehen, 
daB es sehr wohl méglich ist, eine Respiration erheblicher Intensitat 
sogar lange Zeit nach véllig oder jedenfalls praktisch gesprochen vdllig 
aufgehobener Garung aufrechtzuerhalten. Der Versuch 1 ist ein sehr 
gutes Beispiel hierfiir. In diesem Versuch bestand noch 6 Stunden 
nach Zusatz des Giftstoffs eine Respiration um 77°, der Respiration 
der Normalprobe. In den meisten Versuchen nimmt die Respiration 
jedoch starker ab. Es ist indessen fraglich, ob eine Respiration gleicher 
Intensitaét bei vergifteter und bei normaler Hefe zu erwarten steht, 
da der Gedanke nahe liegt, daB das Vorhandensein von Alkohol in den 
Normalproben die Respiration irgendwie stimuliert. Die Hauptsache 
ist, daB nach Aufhebung der Giarung noch langere Zeit hindurch eine 
nicht unbetrachtliche Respiration stattfindet. 

Der respiratorische Quotient ist in den meisten Versuchen wahrend 
der erstmaligen Bestimmung niedrig und zwar zwischen 0,8 und 0,9, 
was darauf hindeutet, daB eine Oxydation noch aus der Vorperiode 
herriihrender geringfiigiger Alkoholmengen den Quotienten wahrend 
der betreffenden Periode beeinfluBt. 

Wahrend der folgenden Perioden steigert sich der Quotient bis 
ungefahr 1 und iiberschreitet gew6hnlich diesen Wert um etwas. Fiir 
die gesamte Versuchsdauer ist der Quotient in den hier wiedergegebenen 
vier Versuchen: 0,97, 0,98, 1,00 und 1,03, was dem in meiner friiheren 
Arbeit fiir eine langer dauernde Versuchsperiode ermittelten Quotienten 
0,99 sehr gut entspricht. 

In einigen Versuchen habe ich versucht, die Hefe sofort nach der 
Angirung auszuwaschen, um eine Beeinflussung des Quotienten der 


el 


aA O&SF Se ® ff ads 





g. 








Einwirkung usw. auf den Spaltungs- und Oxydationsstoffwechsel. 73 


ersten Versuchsperiode durch Alkohol aus der Angarungszeit zu ver- 
hiiten. Es hat sich indessen erwiesen, daf die Respiration in derart 
behandelten und danach vergifteten Proben so stark leidet, daB dieses 
Verfahren nicht anwendbar ist. 

Die in diesen Versuchen beobachteten respiratorischen Quotienten 
um 1 scheinen ganz unmittelbar die ebenfalls aus meinen friiheren 
Versuchen gezogene SchluBfolgerung (12) zu berechtigen, daB Hefe, 
auch nachdem einleitende anoxybiotische Spaltungsvorginge durch 
Jodessigsiurevergiftung ausgeschlossen wurden, Kohlenhydrat mit 
einer nicht unerheblichen Intensitét zu oxydieren vermag. Spitere 
Versuche (Abschnitt 5) haben jedoch erwiesen, dab bei der Beurteilung 
des Ausgangsmaterials fiir die Oxydation auf Grundlage des respira- 
torischen Quotients unter diesen Umstianden eine gewisse Vorsicht 
walten mub. Es empfieblt sich deshalb, die naihere Diskussion der in 
diesem Abschnitt mitgeteilten Versuche auf den AbschluB8 dieser Arbeit 
zu verlegen. 


4. Das Vermégen vergifteter Hefe, Girungsprodukte wie Alkohol und 
Brenztraubensiure zu oxydieren. 

Wie bereits erwahnt, geht aus den Arbeiten verschiedener Forscher 
hervor, daB der anoxybiotische Abbau von Géarungsprodukten, wie 
z. B. Hexose-di-phosphorsiure und Methylglyoxal, nur unerheblich 
von Jodessigsiure gehemmt wird. Die Versuche von Krebs sowie auch 
meine eigenen obenerwahnten Erfahrungen deuten darauf hin, dais die 
Oxydation von Milchséure in animalischen Gewebeproben, welche so 
stark vergiftet sind, daB die Oxydation ohne Zusatz von Milchsaure 
stark gehemmt oder ganz aufgehoben ist, noch stattfinden kann. Diese 
Beobachtungen haben mich zur Anstellung einer Untersuchung dariiber 
veranlaBt, ob das Vermégen der Hefe, Garungsprodukte wie Alkohol 
und Brenztraubensiure zu oxydieren, weniger von der Jodessigsaure- 
vergiftung beeinfluBt wird als ihr Vermégen, Kohlenhydrat direkt zu 
oxydieren. Da die Ergebnisse dieser Versuche ganz eindeutig sind, 
seien hier nur einzelne Versuche in Kurvenform mitgeteilt (Abb. 3). 

Im Versuch 1 wurde behufs Erreichung einer ziemlich schleunigen 
Respirationsabnahme in der mit Alkohol nicht versetzten Probe eine 
ziemlich kraftige Vergiftung (Konzentration m/1000, py 4,5) in An- 
wendung gebracht. Die Einwirkung des Alkoholzusatzes sowohl auf 
die Respirationsintensitét als auf den respiratorischen Quotienten ist 
aus den Kurven deutlich ersichtlich. In Versuch 2 wurde — auch um 
eine deutliche Wirkung des Alkoholzusatzes zu erreichen — zweimal 
nach der Angarung in Wasser ausgewaschene Hefe verwendet. Nach 
der Auswaschung wurde eine Normalprobe, eine vergiftete Probe in 


Glykose mit Alkoholzusatz und schlieBlich eine vergiftete Probe in 
‘ 


RSet ¥ 


paeeten linn rds 
Se ee eS 


ee Ae A POS be 


aiiniaetretes 
Sa Tareas 


vs 





74 E. Lundsgaard: 


reiner Glykoselésung genommen. Die Respiration der letztgenannten 
Probe erweist sich als sehr geringfiigig, der respiratorische Quotient 
als hoch. Nach dem Alkoholzusatz nimmt die Oxydationsintensitat 
erheblich zu, wahrend der Quotient auf sehr niedrige Werte herabgeht. 
In der vergifteten, am Beginn des Versuchs mit Alkohol versetzten 
Probe bleibt die Oxydationsintensitat waihrend des ganzen Versuchs auf 
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Abb. 3. 
Atmung und Respirationsquotient mit und ohne Alkoholzusatz. (Hefemenge 10 mg.) 
O——O Atmung der Normalprobe (Glucoselisung). 
 Atmung der vergifteten Probe mit Alkohol. 
<x Respirationsquotient der vergifteten Probe mit Alkohol. 
@ Atmung der vergifteten Probe ohne Alkohol. 
@ Respirationsquotient der vergifteten Probe ohne Alkohol. 
a Alkoholzusatz. 
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der gleichen Hohe wie diejenige der Normalprobe; der Quotient ist von 
Anfang an niedrig. Hier sei bemerkt, daB es bei diesen Versuchen not- 
wendig war, die GefiBe wihrend des Alkoholzusatzes zu éffnen. Bei 
Unterbringung des Alkohols in der Ansatzbirne findet offenbar eine 
Hiniiberdestillation in die Hefesuspension statt, so daB bereits am Be- 
ginn des Versuchs eine Alkoholoxydation entsteht. Die Versuche 
erweisen mit Deutlichkeit, daB die Oxydation des Alkohols weit weniger 
von der Vergiftung beeinfluBt wird als die Oxydation des Kohlen- 
hydrats. Entsprechende Versuche mit Brenztraubensaiure erweisen, 
daB mit diesem Stoff das gleiche der Fall ist. 


5. Die Kohlenhydratsynthese in normaler und in vergifteter Hefe in 
Alkoholsubstrat. 


Die Bestimmung des respiratorischen Quotienten in den oben- 
erwihnten Versuchen zeigt bei vergifteter Hefe den gleichen niedrigen 
Wert, wie von Meyerhof (14) bei normaler Hefe in Alkohol gefunden 
wurde (Durchschnitt 0,35). Dieser niedrige respiratorische Quotient 
bei der Oxydation von Alkohol deutet nach Meyerhof auf eine gleich- 
zeitig mit einer Alkoholverbrennung stattfindende Synthese von Alkohol 
zu Kohlenhydrat. Von dieser Auffassung aus hat Meyerhof aus dem 
respiratorischen Quotienten, unter Beriicksichtigung der auch bei in 
reiner Phosphatlésung aufgeschlemmter Hefe stattfindenden gering- 
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fiigigen Oxydation, das Verhaltnis zwischen oxydiertem und syntheti- 
siertem Alkohol auf 1:3 berechnet. Der bereits erwihnte Umstand, 
daB vergiftete Hefe Alkohol bei dem gleichen niedrigen, in den meisten 
Fallen sogar noch niedrigeren respiratorischen Quotienten oxydiert 
wie normale Hefe, kénnte zu der Annahme leiten, daB vergiftete Hefe 
eine sogar lebhafte Resynthese von Alkohol zu Kohlenhydrat herbei- 
zufiihren vermége. 

Der Umstand, dai Meyerhof und Boyland in jodessigsiurevergifteten 
Muskeln keine Resynthese von Milchsiure zu Glykogen nachzuweisen 
vermochten, spricht allerdings dagegen, daB vergiftete Hefe Alkohol 
zu Kohlenhydrat zu synthetisieren verméchte, ohne aber dies irgendwie 
auszuschlieBen, da zu bedenken ist, daB die Synthese von Alkohol zu 
Kohlenhydrat dem eigentlichen Meyerhofschen Proze® nicht vdllig 
gleichgestellt werden darf. Der Nachweis einer etwaigen Kohlenhydrat- 
bildung aus Alkohol mittels analytischen Nachweises von Kohlenhydrat 
in den Lésungen nach Abzentrifugierung der Hefe war wenig aussichts- 
reich, da ein derartiger Nachweis in Proben mit normaler Hefe in 
Meyerhof{s Versuchen nicht méglich gewesen ist. Die wenigen von mir 
mit Proben vergifteter Hefe vorgenommenen Versuche dieser Art 
sind denn auch negativ ausgefallen. Somit blieb nur iibrig, auf dem 
Wege der Exklusion die vermutete Kohlenhydratbildung nachzuweisen 
zu suchen. Die niedrigen respiratorischen Quotienten, wenn Hefe 
Alkohol oxydiert, brauchen nicht unbedingt zu bedeuten, daB ein 
Teil des Alkohols zu Kohlenhydrat synthetisiert wird; auch eine ein- 
fachere unvollstandige Oxydation zu niedrigeren organischen Sauren 
und eine Anhaufung derselben werden derartige Quotienten herbeifiihren 
kénnen. Wenn Hefe in einer mit einer geringfiigigen Alkoholmenge 
versetzten Lésung primaren Phosphats aufgeschlemmt wird, wodurch 
die Lésung gegen eine Reaktionsverschiebung nach der sauren Seite 
hin nicht gepuffert ist, laBt sich nach einiger Zeit Oxydation eine ganz 
merkliche Saurebildung mittels Indikatoren leicht direkt nachweisen. 
Dies gilt sowohl fiir vergiftete als normale Hefeproben. Fiir die Beur- 
teilung der Bedeutung dieser zweifellosen Saurebildung fiir die Ergeb- 
nisse der Respirationsversuche war eine mit Respirationsversuchen 
und Bestimmung des Alkoholschwundes kombinierte quantitative 
Bestimmung der Saurebildung erforderlich. Derartige Versuche wurden 
deshalb mittels folgender Methodik ausgefiihrt: 

Eine 20 °,,ige Hefeaufschwemmung in 10°, Glucose wurde ! , Stunde 
angegoren. Danach wurde die Hefe durch dreimalige Aufschlemmung 
in Wasser und Abzentrifugierung ausgewaschen. Aus der ausgewaschenen 
Hefe wurden Proben mit ungefahr 2 °,, Hefe in reiner, mit einer derartigen 
Menge Aikohol versetzter Pufferlésung hergestellt, daB die Konzen- 
tration der fertigen Proben ungefabr 75 mg-°,, ausmachte. Fir jeden 
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Versuch wurde eine normale Probe und eine vergiftete Probe hergestellt ; 
der letzteren war Jodacetat einer Konzentration von m/1000 zugesetzt. 
Aus jeder dieser beiden Proben wurde 1,5 cem in je drei Warburg- 
GefaBe abgemessen, von welchen das eine im Einsatz KOH enthielt. 
Samtliche GeféBe wurden nach Durchliiftung mit Sauerstoff zu gleicher 
Zeit in den Thermostaten gebracht. Nach 15 Minuten wurde das eine 
der beiden kein KOH enthaltenden GefaBe herausgenommen, wonach 
die Ablesung der restlichen vier GefiBe begonnen wurde. Die heraus- 
genommenen Proben wurden schnell zentrifugiert und die klare Lésung 
zur Bestimmung des Anfangswertes der organischen Sauren und des 
Alkohols in den Eisschrank gestellt. Am SchluB des Respirations- 
versuchs wurde die Probe des zweiten der kein KOH enthaltenden 
GefaBe zur Bestimmung des SchluBwertes der organischen Sauren 
und des Alkohols herausgenommen. Die Alkoholbestimmungen wurden 
nach Widmark (19) mit der sogenannten ,,kleineren Modifikation“ 
vorgenommen (0,05 Kaliumbichromat in 100cem_ konzentrierter 
Schwefelsaure und n/200 Thiosulfatlésung). Die Bestimmungen wurden 
an 0,1 cem ausgefiihrt. An saimtlichen Proben wurden Doppelbestim- 
mungen vorgenommen. Um zu vermeiden, da fliichtige organische 
Sauren als Alkohol mitbestimmt wiirden, wurden die Proben mit 
einem Tropfen Kaliumhydroxyd versetzt. Die organischen Sauren 
wurden nach Orskov (21) als atherlésliche Sauren bestimmt. Die be- 
treffenden Methoden bestehen darin, daB die atherléslichen Sauren 
in einem Schaukelextraktionsapparat durch Ather aus der sauer- 
gemachten Probe extrahiert und direkt in eine bekannte Menge 
Natriumhydroxyd hiniibergefiihrt werden. Dann wird Schwefelsaure in 
bekanntem UberschuB zugesetzt. Uberreste des Athers sowie Kohlen- 
siure werden mittels Durchblasen von kohlenséurefreier Luft entfernt, 
wonach mit n/20 Natriumhydroxyd aus einer Mikrobiirette, welche 
Ablesung von '/,,cmm zulaBt, titriert wird. Diese Bestimmungen 
wurden an doppelten oder dreifachen Proben von 0,1 ccm ausgefiihrt. 
Die Wahl des Puffers hat bei diesen Versuchen Schwierigkeiten bereitet. 
Mit Riicksicht auf die Bestimmung der atherléslichen Sauren war die 
Anwendung eines Citratpuffers ausgeschlossen. Die Anwendung von 
primarem Phosphat stért die Saurebestimmungen nicht und gibt eine 
zweckmaBige Anfangsreaktion; wie aber bereits erwaihnt, wird bei 
Anwendung reinen primaren Phosphats die Reaktion im Laufe des 
Versuchs recht erheblich nach der sauren Seite hin verschoben, was zur 
Folge hat, daB die Vergiftungsintensitat zunimmt, wodurch die Respira- 
tion der vergifteten Proben mehr leidet, als bei Festhaltung einer 
Reaktion um ungefahr pg 4,5 der Fall sein wiirde. In einigen der Ver- 
suche wurde deshalb anstatt Phosphat ein konzentrierter Glykokoll- 
Salzséurepuffer benutzt, und zwar 10°%, Glykokoll + Salzsaure bis zu 
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pu 4,5. Aus gleichen Teilen dieses Puffers und Hefeaufschlemmung 
wurden die Proben hergestellt. Hierdurch wurde erreicht, daB die Oxy- 
dation der vergifteten Proben sich wihrend des ganzen Versuchs besser 
konstant erhalten hat, und zwar auf ahnlicher Héhe wie in den Normal- 


Versuch 1. 


Puffer: primares Phosphat. Hefemenge: 30 mg (1,5 ecm). 











Vergiftet Normal 
Respira- Respira- 
emm emm tlone- emm emm tlene- 
COg Og quotient CO, Op» quotient 


30 Min. 36 106 0,37 39 118 0,33 





35 Min. bis1Std. 5 , 24 89 0,27 48 137 0,36 
[we -. ok oe 2 24 79 0,30 58 135 0,37 
1, 4 2. Ws, 24 70 0,34 44 144 0,31 
a a he ee 23 61 0,38 55 168 0,33 

Vergiftet Normal 
geo | — Pro’ | =O, 93 | Respirations- C Og 167 | Respirations- 
ee | O, 280 | quotient 0,33 O, 499 | quotient 0,34 
Versuchszeit 


* Fiir die zwischen den Ablesungsperioden liegenden 5 Min. wurde interpoliert. 





Vergiftet Normal 








millinorm. millinorm. 
Organische { Anfang ** 3,5 2.5 
Sauren |Schiu8 . 8,1 7,1 
Saurebildung .... 4.6 4.6 
** Diese Zahl umschliefit den Leerwert und fiir die vergifteten Proben auferdem die Jod- 
essigsiure. 
Vergiftet Normal 
mg-?!o mg-°/o 
’ Anfang. . 69 70 
Alkohol | Sthtub’ | 38 14 
Alkoholverbrauch . . 31 56 
Vergiftet Normal 
mg-° |» mg-?/» 
Alkohol total oxydiert . . 9,5 17,1 
Alkohol zu Sauren oxydiert 21,1 21,1 
30,6 39,2 


Kohlenhydratbildung . . . . . . Vergiftet: 0. Normal: 16,8. 





Vergiftet Normal 


Mol. Sauerstoff verbraucht 
pro Mol. Saure gebildet 136 | 1,48 








' 
; 
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proben; der hohe Glykokollgehalt scheint aber an sich die Respiration 
zu hemmen, welche sich bei Anwendung dieses Puffers in den Normal- 
proben niedriger erwiesen hat als bei Anwendung eines Phosphatpuffers. 
SchlieBlich wurden einzelne Versuche mit Citratpuffer vorgenommen, 
in welchen auf eine Bestimmung der atherléslichen Saéuren verzichtet 
werden muBte. 
Versuch 4. 
Puffer: Glykokoll + HCl, pu = 4,5. Hefemenge: 30 mg (1,5 ccm). 





























Vergiftet Normal 
cmm emm — cmm emm —- 
CO, Os quotient | CO, Oo quotient 
30 Min. 43 96 0,45 41 85 0,48 
35 Min. bis1Std. 5 , 36 98 0,36 38 92 0,41 
LORS sh hae « 34 103 0,33 36 100 0,36 
a oa 2  . 29 97 0,30 34 100 0,34 
ea 2 5O , 22 96 0,26 35 112 0,33 
Vergiftet Normal 
Atmung (red.) pro (Oe 116 | Respirati c 30 | Respirati 
leem far di : Py espirations- Og 1 espirations- 
ae Psd. wk “gaa | O, 349 | quotient 0,33 O, 349 | quotient 0,38 
Vergiftet Normal 
millinorm.  millinorm. 
. F 92 
Organische Siuren | rere d : o re 
Saurebildung ....... 4.9 3,2 
Vergiftet Normal 
mg-9/o mg-°/o 
{ Anfang. . 66.5 67,5 
Albohel | Sehind | - 28.5 29'5 
Alkoholverbrauch . . 38 | 38 
; Vergiftet Normal 
mg-°/o mg-°/o 
Alkohol total oxydiert . . 11,9 13,3 
Alkohol zu Sauren oxydiert — 23,6 14.7 
34,5 28,0 


Alkohol zu Kohlenhydrat . . . . . . 3,5mg-°% 10,0 mg- %. 





Vergiftet Normal 


Mol. Sauerstoff verbraucht * 
pro Mol. Siure gebildet 1,35 1,46 
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liber die Versuche 1 bis 5. 


Versuche 4 bis 5: Puffer Glykokoll + HCl. 


Ubersichtstabelle 


Versuche 1 bis 3: Puffer primares Phosphat. 


Hefemenge: 20 mg. 

















Alkohol Alkohol- Alkohol Mol. O, 
. . | Alkohol Alkohol- cohw c yer- 
CO, Os ee total geared ochwuad — Kohlen- braucht 
cmm emm quotient oxydiert | oxvdiert oar bestimmt = = 
mg-°/o mg-°/> mg-°/9 mg- 9 | Sebildet 
Vergiftete Proben. 
Versuch1 93 280 0,33 95 | 21,1 30,6 31 0 1,36 
» 2 7 | 289; 0,25 7,4 29,0 36,4 34 -2,4 | 1,28 
» 3 85 | 288) 0,30 8,7 27,6 36,3 33 33) 1,19 
>» 4 116 | 349 033 11,9 236 34,5 38 3,5 | 1,35 
- 5) 117 | 3388 035 | 120 | 244 36,4 33 + 3,4 | 1,40 
Normale Proben. 
Versuch1 167 499 | 0,34 17,1 21,1 39,2 56 16,8 1,48 
» 2 178 500 0,36 17,8 | 23,4 41,2 58 16.8 1,42 
» 98) 1738 | 495| 0,85 | 17,7 | 258 43,5 56 12,5 | 1,38 
» 4 130 349 O88 133 147 28,0 38 10,0 | 1,46 
» 5 || 188 | 872; 087 | 14,1 17,0 31,1 35 * 3,9?) 1,76? 
Versuch 6. 
Puffer: Citrat-Salzsiure. Hefemenge: 30 mg (1,5 cem). 
ee er eee cig Vergiftet ee Normal 
Respira- . Respira- 
emm cmm : cmm cmm . 
COs O2 pete CO; O2 enstient 
30Min. 40 121 0,33 39 110 0,35 
35 Min. bis1Std. 5, 28 115 0,24 42 129 0,32 
Se. ee ce 24 107 0,22 56 150 0,37 
aS eee ee ee 44 77 0,57 83 85 0,98 
oe en ye ee eG 47 50 0,96 85 85 1,00 
ce Pe Te 41 43 0,96 33 31 1,06 
Lk ae re 42 44 0,96 14 15 0,94 
oe eS ee ee 34 35 0,97 9 9 1,09 
G5: SD yg), gi hag Ow 23 23 1,00 
prek ‘ite Cae ~ oe Normal 
Atmung (red.) pro ‘ ae ‘Vap aes 
ean eae CO, 216 | Respirations- CO, 251 | Respirations- 
lecm far die ganze | 03 425 | quotient 0,51 0, 432 | quotient 0,58 
Versuchszeit 
j Anfang . 35,5 mg-°%, 36 =mg-°,, 
Alkohol | SchluB . 0 0 
Alkoholverbrauch . 35,5 mg-% 36 =mg-°, 


Alkohol total oxydiert 


. 21,6 


Alkohol verschwunden, aber nicht verbrannt 13,4 mg-°, 


25,7 


10,3 mg-°, 


Molekularer Sauerstoff pro Molekiil nicht total oxydierten Alkohols: 
Vergiftet: 1,54. 


Normal : 


1,10. 
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Versuch 7. 


Puffer: Citrat-Salzsiure. Hefemenge: 30 mg (1,5 cem). 








Vergiftet Normal 
emm | emm Respira- emm emm Respira- 
CO. | O tions- CO 0 tions- 
Raid : quotient 2 : quotient 


| 


30 Min. 37 114 0,32 39 112 0,35 
35 Min. bis 1Std. 5, 25 110 0,23 44 132 0,33 
a » 40 29 101 0,29 61 150 0,41 


L 
a 





1s 1 . 
St Se Se 43 | 80 0,54 84 86 0,98 
7 oot ae a Oe SG 47 | 55 0,86 76 76 1,00 
fe Se eS 40 43 0,93 39 29 1,03 
re at re 40 41 0,98 21 21 1,00 
oS we yt OS 31 33 0,94 9 9 1,00 
ae Ao es a 28 27 1,03 8 8 1,00 
¢ ¢ ee ts es 16 15 1,05 
3 a, fe a 8 8 1,00 
: Vergiftet ’ Normal 
sre, oe — | CO, 231 | Respirations- C Og 262 | Respirations- 
ss ce | Og 432 | quotient 0,54 0, 439 | quotient 0,59 
See he et hs 7 ee ee 34,5 mg-% 
Athobel et ee ee a et ee ee 0 0 
Alkoholverbrauch .......... . 34,8mg-% 34,5 mg-% 
Alkohol total oxydiert ......... 23,6 = ,, 26,8 
Alkohol verschwunden, aber nicht ver- 
WO 5 yo S 5: storm - 6 6 5 ee Ree 7.7 mg-"% 


Molekularer Sauerstoff pro Molekiil nicht total oxydierten Alkohols: 
Vergiftet: 1,69. Normal: 1,63. 


Die Berechnung der hier mitgeteilten Versuche erfolgte in der 
Weise, daB aus der gefundenen Kohlensaéureerzeugung die verbrannte 
Alkoholmenge unter der Voraussetzung berechnet wurde, daB die 
ganze Kohlendioxydproduktion aus einer Alkoholverbrennung herriihre. 
Aus der gefundenen Sauremenge ist die fiir deren Bildung beanspruchte 
Alkoholmenge unter der Voraussetzung berechnet, daB fiir die Bildung 
eines Sauredquivalents ein Molekiil Alkohol beansprucht sei. Die Summe 
der total oxydierten und der zu Saure oxydierten Alkoholmenge wurde 
von dem aus den Alkoholanalysen ermittelten Alkoholverbrauch ab- 
gezogen. Wenn letzterer gréBer war als die Summe der Alkoholver- 
brennung und der Saurebildung, wurde die Differenz als .,Kohlen- 
_ hydratbildung’ betrachtet. Aus der Alkoholverbrennung und der 
,.Kohlenhydratbildung‘ wurde die fiir diese Vorginge beanspruchte 
Sauerstoffmenge berechnet. Aus der Differenz zwischen dieser GréBe 
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und der aufgenommenen Sauerstoffmenge wurde die pro Molekiil 
gebiideter Saure beanspruchte Anzahl Sauerstoffmolekiile berechnet. 


— Wie leicht verstandlich, werden sich bei diesem Verfahren simtliche 
anak Fehler in der letzten Berechnung summieren, was bei der Schaitzung 
cog des sich ergebenden Wertes zu beriicksichtigen ist. Wie weit es berechtigt 
potient ist, die stattgefundene Kohlendioxydproduktion als ausschlieBlich aus 
0.35 einer Oxydation von Alkohol herriihrend zu betrachten, mag zweifel- 
0,33 haft sein. 

ry In reiner Pufferlésung aufgeschlemmte Hefe weist bekanntlich 
1.00 eine geringfiigige Oxydation bei hohem respiratorischen Quotienten 
1,03 auf. Ich habe in derartigen Leerversuchen eine Oxydation von ungefahr 
— 8°, von der in Alkohol wahrend der ersten 3 Stunden gefundenen 
1,00 beobachtet. Diese geringfiigige Respiration nimmt allmahlich ab 


und ist fiir vergiftete Hefe noch geringfiigiger (2 bis 3°,). Fir den 
respiratorischen Quotienten habe ich den Wert von ungefihr 1 ge- 
— funden [Meyerhof (14) gibt 0,84 an]. Die Berechtigung, fiir diese ur- 
spriingliche Respiration zu korrigieren, wie es Meyerhof tut, ist nicht 
unbedingt einleuchtend, da eine Unterdriickung dieser Respiration 


59 in Gegenwart eines leicht oxydierbaren Stoffes wie Alkohol sehr wohl 
denkbar ist. Da eine Beriicksichtigung der ,,urspriinglichen Atmung*‘ 

-% ohnehin die Ergebnisse nicht wesentlich beeinflussen wird, habe ich 
die Berechnung in obiger Weise vorgenommen. 

“Yo Wie aus den fiinf Versuchen, in welchen die Saurebildung bestimmt 


wurde, ersichtlich, wurde in simtlichen Versuchen, sowohl in den nor- 
malen als in den vergifteten Proben, eine ziemlich erhebliche Saure- 
-% bildung gefunden, allerdings durchgingig vielleicht etwas mehr in den 
vergifteten als in den normalen Proben. In den ersten drei Versuchen 
war die Oxydation der vergifteten Proben wegen der zunehmenden 
Wasserstoffionenkonzentration gehemmt, wahrend der Sauerstoff- 


yhols: 


1 der verbrauch in den beiden letzten Versuchen, wo Glykokollpuffer benutzt 
unnte wurde, fiir vergiftete und normale Proben von der gleichen GréBe war. 
3 die Was schlieBlich die berechnete Kohlenhydratbildung betrifft, geht 
ahre. deutlich hervor, daB fiir eine etwaige Kohlenhydratsynthese in den 
achte vergifteten Proben irgendwelcher Anhaltspunkt fehlt. In den meisten 
dung Versuchen iiberschreitet die Summe des verbrannten und des in Saure 
imme umgewandelten Alkohols den direkt bestimmten Alkoholschwund um 
rurde eine Kleinigkeit. Indessen ist in den Normalproben durchgangig eine, 
1 ab- wenn auch allerdings ziemlich geringfiigige Kohlenhydratbildung 
sIver- (Assimilation) nachweisbar. 

hlen- Bis auf den Versuch 5, in welchem die berechnete Kohlenhydrat- 
| der bildung derart geringfiigig war, daB sie iiberhaupt dahingestellt bleiben 
achte mu — was jedoch sicher auf einen zu niedrig geschitzten Alkohol- 
1rd Be schwund zuriickzufiihren ist —, finden wir pro total verbranntes Molekiil 
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Alkohol kaum ein zu Kohlenhydrat synthetisiertes Molekiil Alkohol, 
d.h. also der Alkoholverbrennung gegeniiber eine weit geringfiigigere 
Kohlenhydratsynthese, als die von Meyerhof aus seinen Versuchen 
berechnete, namlich pro total verbranntes Molekiil Alkohol mehr als 
drei Molekiile zu Kohlenhydrat synthetisierten Alkohols. Somit darf 
behauptet werden, daB die sehr niedrigen respiratorischen Quotienten 
— in den vergifteten Proben ausschlieBlich, und in den normalen 
Proben vorwiegend — einer unvollstaéndigen Oxydation des Alkohols 
zu organischen Saéuren zu verdanken ist. Uber die Art der gebildeten 
Sauren habe ich in der Weise eine Vorstellung zu gewinnen versucht, 
daB ich berechnet habe, wie viele Molekiile Sauerstoff pro Molekiil 
gebildeter Saure verbraucht wurden. Das Ergebnis dieser, wie bereits 
angedeutet, etwas unsicheren Berechnung ist, daB pro Molekiil Saure 
1,2 bis 1,5 Molekiile Sauerstoff verbraucht wurden. Im Versuch 5 
laBt sich, was die normale Probe betrifft, sogar pro Molekiil Saure eine 
Sauerstoffmenge von 1,76 Molekiilen berechnen. Dies nebst der hier 
gefundenen sehr geringfiigigen Kohlenhydratbildung deutet auf einen 
wahrend des Versuchs unterlaufenen Fehler, vermutlich, wie angedeutet, 
eine zu niedrige Schétzung des Alkoholschwundes. Der sich bei der 
Bildung der organischen Sauren ergebende groBe Sauerstoffverbrauch 
ist insofern auffallig, weil man als am meisten wahrscheinlich die Bildung 
von Essigséure erwarten muB, fiir welche nur | Molekiil Sauerstoff 
pro Molekiil Saure erforderlich ist. Auf eine nahere Identifizierung 
der gebildeten Saéuren habe ich verzichtet und habe mich damit begniigt, 
in einzelnen der Versuche zu untersuchen, ob die gebildeten Sauren 
flichtig waren. Wegen der Geringfiigigkeit der festgestellten Saure- 
mengen war die quantitative Schatzung der fliichtigen Sauren mit einer 
nicht unerheblichen Unsicherheit verkniipft, weshalb ich mich auf die 
‘Angabe beschrinke, daB die Hauptmenge der gebildeten Sauren nach 
den vorgenommenen Bestimmungen als fliichtig erscheint. Dieses 
Ergebnis spricht gegen die Annahme einer Glykolsdurebildung, 
welche Annahme iibrigens dem sich ergebenden Verhaltnis zwischen 
aufgenommenem Sauerstoff und gebildeter Séiure am besten ent- 
sprechen wiirde. Gegen die Bildung von Glykolsiure spricht ferner, 
daB diese Saéure nicht von Hefe oxydiert wird, was dagegen, 
wie aus den beiden letzten Versuchen (6 und 7) hervorgeht, mit 
den von der Hefe gebildeten. organischen Sauren der Fall zu sein 
scheint. 

Diesen Versuchen waren einige orientierende Versuche mit normaler 
ausgewaschener Hefe, aufgeschlemmt in einer mit einer geringen Menge 
Alkohol (ungefaihr 40 mg-°,,) versetzten Lésung primaren Phosphats, 
vorausgegangen. In derartigen Proben wird das Vorhandensein selbst 
geringfiigiger Mengen organischer Saéuren durch die von ihnen herbei- 
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gefiihrte Verschiebung der Wasserstoffionenkonzentration nach der 
sauren Seite hin nachweisbar sein. Es ist somit méglich, sich iiber das 
Schicksal der organischen Sauren in solchen Proben einfach durch 
Beobachtung der Reaktionsverschiebungen eine Vorstellung zu machen. 
Diese Proben zeigten in Versuchen von lingerer Dauer den gleichen 
Verlauf des respiratorischen Quotienten wie in Citratlésung (siehe die 
Tabellen der Versuche 6 und 7), und es lieB sich durch Bestimmung 
der Reaktion nachweisen, daB eine Abnahme der Sauremenge erst 
nach erfolgter Steigerung des respiratorischen Quotienten einsetzt, 
und daB die Saéuren erst véllig verschwunden sind, wenn die Oxydations- 
intensitaét auf annadhernd die in reiner Phosphatlésung bestehenden 
Werte herabgegangen ist. Dies kann meiner Ansicht nach nur in der 
Weise gedeutet werden, daB die Oxydation, je nachdem der Alkohol 
verbraucht wird, immer mehr auf Basis der gebildeten organischen 
Sauren erfolgt, und erst wenn die Oxydation sozusagen zu Ende ist, 
sind dieselben véllig verbraucht. In den Versuchen 6 und 7, in welchen 
die allmahliche Steigerung des respiratorischen Quotienten iiberwacht 
wurde, und die so lange dauerten, bis die Oxydationsintensitat auf ganz 
niedrige Werte herabgegangen war, war der Unterschied zwischen den 
normalen und den vergifteten Proben — abgesehen von einer wahrend 
der letzten Halfte des Versuchs etwas herabgesetzten Oxydations- 
intensitat in den vergifteten Proben — sehr wenig hervortretend. 
Der respiratorische Quotient fiir die gesamte Periode ist nur wenig 
niedriger in den vergifteten als in den normalen Proben. Durch Vergleich 
der berechneten Alkoholverbrennung mit dem beobachteten Alkohol- 
schwund ergibt sich sowohl in den normalen als in den vergifteten 
Proben ein geringer Rest, welcher nicht verbrannt sein kann. Ob dieser 
Rest in den vergifteten Proben in Gestalt organischer Séiure und in 
den normalen Proben in Gestalt von Kohlenhydrat vorhanden ist, 
laBt sich nicht endgiiltig feststellen. 


In Versuch 6 kénnte die fiir die Umwandlung dieses Restes zur 
Verfiigung gewesene Sauerstoffmenge nach dieser Richtung hindeuten, 
indem in der Normalprobe pro Molekiil umgewandelten Alkohols 
1,1 Molekiil Sauerstoff, in der vergifteten Probe dagegen pro Molekiil 
umgewandelten Alkohol 1,5 Molekiil Sauerstoff verbraucht wurden. 
Ein ahnlicher Anhaltspunkt laBt sich nicht aus dem Versuch 7 ge- 
winnen. Die in diesen Versuchen beobachtete Steigerung des respira- 
torischen Quotienten mu8, wie bereits erwahnt, meiner Ansicht nach 
auf eine mit einer zunehmenden Oxydation der gebildeten Sauren 
kombinierte abnehmende Alkcoholoxydation zuriickzufiihren sein. 


Eine Synthese der organischen Saéuren zu Kohlenhydrat vor der 
Oxydation ist kaum wahrscheinlich, da die Quotientvariationen in 
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den normalen Proben, wo eine solche Synthese wohl méglich war, 
und in den vergifteten Proben, wo eine solche Synthese mit Recht als 
ausgeschlossen angesehen werden darf, ganz gleich verlaufen. Deshalb 
erwiesen diese Versuche auch, daB die Synthese von Alkohol zu Kohlen- 
hydrat bei weitem weniger umfangreich ist, als die niedrigen Quotienten 
der kurzdauernden Versuche vermuten lieBen. AuSer durch den 
Nachweis der Verschiedenheit der Ergebnisse der Quotientbe- 
stimmungen je nach der in den Versuchen dieser Art benutzten 
Versuchsdauer, haben die Versuche dadurch [Interesse, weil sie 
eine nahere Piskussion tiber den Wert der im Abschnitt3 mit- 
geteilten Versuche als Beweis einer Kohlenhydratoxydation erforderlich 
machen. 


Bemerkenswert ist, daB auch in den im Abschnitt 3 mitgeteilten 
Versuchen eine Steigérung des respiratorischen Quotienten von Werten 
unter 1 auf Werte um 1 beobachtet wurde. Die Steigerung tritt jedoch 
hier weit friiher ein als in den im vorliegenden Abschnitt mitgeteilten 
Versuchen. Man kénnte daher fragen, ob nicht etwa die hohen Quotienten 
der Versuche des Abschnitts 3 auf die gleiche Ursache zuriickzufiihren 
waren wie diejenigen der Versuche des vorliegenden Abschnitts, namlich 
eine Oxydation von Oxydationsprodukten, welche aus dem in der An- 
girungszeit erzeugten Alkohol gebildet sind. Es ware denkbar, daB die 
schnelle Steigerung des respiratorischen Quotienten der in Abschnitt 3 
mitgeteilten Versuche dem Umstand zu verdanken sei, da der 
wihrend der Angirung erzeugte Alkohol bereits vor Beginn des 
eigentlichen Versuchs eine teilweise Oxydation erfahren habe. Die 
Proben, bei welchen einige Zeit nach ihrer Herstellung eine Reak- 
tionsverschiebung zur Anwendung gelangte, blieben namlich vor 
Beginn des eigentlichen Versuchs ziemlich lange im hergestellten ver- 
dfinnten Zustand stehen und wurden wihrend dieser Zeit ab und 
zu umgeschiittelt. In anderen Proben wurde Sauerstoff wihrend der 
Angiarungszeit durchgeleitet, so daB8 Méglichkeit einer teilweisen 
Oxydation des gebildeten Alkohols noch vor Hinstellung der Proben 
vorgelegen hat. 


Behufs Feststellung der Bedeutung einer Oxydation der Vorgarungs- 
periode entstammenden Alkohols, sowie der Bedeutung niedrigerer 
Oxydationsprodukte des Alkohols fiir die bei vergifteten, in Glucose- 
lésung aufgeschlemmten Proben beobachtete Oxydation habe ich 
einige Bestimmungen des Alkoholgehalts in (ohne Sauerstoffdurch- 
leitung) angegorenen Proben vorgenommen. Nach Probeentnahme 
fiir die Alkoholbestimmungen wurde die angegorene Hefe fiir Respira- 
tionsversuche in iiblicher Weise verwendet. 


Die Versuche 8 und 9 sind Beispiele derartiger Versuche. 
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Versuche 8 und 9. 
Angarung 30 Minuten bei 18°. Vergiftung: Jodacetat m/1000 bei px 5,0. 
Die erste Ablesung 45 Minuten nach Zusatz des Giftstoffes angefangen. 
Hefemenge: 5 mg. 











8. 9. 
Garung Atmung  Respirations- | Gtirung Atmung Respirations- 
emm CO, emm Og quotient emm CO, emm 0, qnotient 
1 Std. 0 48 0,72 2 61 0,69 
Ze 0 34 1,00 0 44 1,00 
S-5 0 26 1,00 3 29 1,07 
a %% 0 18 1,00 1,5 17 1,12 
os 0 9 1,02 
8. 9. 
Alkohol am Anfang... . 0,078mg 0,072 mg, 
CO, berechnet aus Alkohol . 76 cmm 70 cmm 
CO g gemessen ...... im ls 136, 


Da die Angirung in diesen Versuchen unter Verhiltnissen erfolgte, 
welche eine Oxydation des gebildeten Alkohols ausschlieBen, darf der 
nach der vollzogenen Angiarung ermittelte Alkoholgehalt als MaB des 
in den Proben zu Beginn der Respirationsbestimmungen denkbar 
héchsten Gehalts an Alkohol und an Oxydationsprodukten aus Alkohol 
genommen werden. Die Versuche erweisen, da selbst, falls mit einer 
totalen Oxydation dieser Alkoholmenge gerechnet wird, die hieraus 
berechnete Kohlendioxydproduktion bei weitem nicht die in den 
Respirationsversuchen beobachtete deckt. Ferner lassen sich die beob- 
achteten respiratorischen Quotienten nur unter der Voraussetzung 
mit der Annahme einer reinen Alkoholoxydation in Ubereinstimmung 
bringen, daB der Hauptteil des Alkohols bereits vor Beginn der Respira- 
tionsversuche in organische Saéuren umgewandelt worden sei, was als 
kaum wahrscheinlich zu bezeichnen ist. 

Dasselbe Ergebnis erhalt man aus den nach folgendem Prinzip 
vorgenommenen Versuchen. 

Nach Angiarung in iiblicher Weise ohne Sauerstoffdurchleitung 
wurden zur Alkoholbestimmung Proben entnommen, sowie ferner 
Proben fiir Respirationsversuche, welch letztere in Glykoselésung 
vergiftet wurden. Der Rest der angegorenen Hefeaufschlemmung 
wurde nach Zentrifugierung zweimal in Wasser ausgewaschen, wonach 
die Hefe in Wasser aufgeschlemmt wurde, welches mit einer derartigen 
Alkoholmenge versetzt war, daB die Konzentration der Konzentration 
vor der Auswaschung méglichst gleich war. Dieser Aufschlemmung 
wurden wiederum zur Alkoho]bestimmung und fiir Respirationsversuche 
Proben entnommen, welche in reiner Pufferlésung vergiftet wurden. 
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In dieser Weise wurde eine Reihe von Proben aus vergifteter Hefe mit 
einem geringfiigigen Alkoholgehalt + Glucose, sowie eine Reihe von 
Sonderproben mit dem gleichen geringfiigigen Alkoholgehalt, aber ohne 
Glucose, bereitet. 

Die Ergebnisse derartiger Versuche sind in den Versuchen 10 
und 1] wiedergegeben. 


Versuche 10 und 11. 
Angarung 30 Minuten bei 18°. A-Probe nicht gewaschen, in Glucoselésung 
vergiftet, d.h. Glucose + Alkohol. B-Probe gewaschen, in Alkohollésung 
vergiftet, d.h. Alkohol ohne Glucose. Jodacetat m/1000, pu 5,0. Hefe- 
menge: 5 mg. 




















A. | B. 
Garang Atmung Respirations- Atmung | Respirations- 
emm CO», emm O» quotient | emm Op, quotient 
1 Std. 0 57 0,61 35 0,33 
as 0 47 0,94 25 0,68 
= 0 33 1,05 16 0,91 
Bike 0 18 1,08 12 1,00 
- 12 1,03 9 1,05 
A. B. 
Alkohol am Anfang .... 0,071mg 0,079 mg 
pec | CO, 144 cmm 64 cmm 
sential Oz 167 , a 
bers | Respirationsquotient 0,86 0,66 
A. B. 
Garung Atmung Respirations- Atmung Respirations- 
: emm CO, emm Op» quotient emm CO, quotient 
1 Std. 0 59 0,66 37 0,32 
= 1 45 1,00 24 0,75 
8, 1 28 1,10 18 0,84 
4, 0 17 1,96 9 1,00 
A. B. 


Alkohol am Anfang . | 0,064 mg 0,081 mg 


— | CO, | 133 emm 54 cmm 
den Os | 149 | oe 
Vorsuch | Respirationsquotient | 0.90 0,62 


Wie aus diesen Versuchen ersichtlich, ist die Kohlendioxydproduk- 
tion der glucosehaltigen Proben mehr als zweimal so groB als diejenige 
der glucosefreien Proben, ungeachtet dessen, daB die letzteren etwas 
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mehr Alkohol enthalten als die ersteren. Wird man gegen diese Versuche 
einwenden, daB die B-Versuche ausgewaschen sind und die A-Versuche 
nicht, und daB daher die beiden Versuchsreihen nicht ganz parallel 
sind, so sei bemerkt, daB das alkoholoxydierende Enzym durch Aus- 
waschen nicht geschadigt ist, man erhalt namlich ungefahr die gesamte 
aus dem zugesetzten Alkohol berechnete CO,-Menge (vgl. Versuche 6 
und 7). Der respiratorische Quotient kann auch nicht durch die Aus- 
waschung veraindert werden, aber eben in dieser Beziehung weisen die 
beiden Versuchsreihen einen ausgesprochenen Unterschied auf. Das Er- 
gebnis dieser Versuche ist deshalb dahin aufzufassen, daB allerdings 
eine Alkoholoxydation einen nicht unbetrachtlichen Teil der Oxydation 
von solchen Hefeproben ausmacht, die nach Angirung in Glucose- 
lésung vergiftet werden, gleichzeitig aber unterliegt es kaum einem 
Zweifel, daB in solchen Proben nebenbei eine direkte Glykoseoxydation 
stattfindet. Diese direkte Glykoseoxydation ist jedoch erheblich gering- 
fiigiger als die normale Oxydation, und somit auch geringfiigiger, als 
friiher angenommen. Indessen sei bemerkt, da das hier benutzte 
Verfahren, bei welchem ziemlich schwache Hefesuspensionen in der 
gifthaltigen Lésung geschaukelt werden, héchst wahrscheinlich die 
Oxydation ungiinstiger beeinfluBt als z. B. das friiher benutzte Ver- 
fahren, bei welchem weit starker konzentrierte Hefesuspensionen mit 
der gleichen Konzentration des betreffenden Giftstoffes vergiftet und 
alsdann nach Aufsaugung in Filtrierpapier im Mikrorespirationsapparat 
untersucht wurden. 


Zusammenfassung. 


Die Intensitat der Monojod- und Monobromessigsiéure-vergiftung 
erweist sich stark abhingig von der Reaktion. 

In Versuchen von kiirzerer Dauer ist bei einer Konzentration von 
m/1000, innerhalb eines Intervalls zwischen py 4,5 bis 5, eine beinahe 
véllige Beseitigung der Gairung ohne nennenswerte Beeinflussung der 
Respiration erreichbar. 

Die Dibromessigsiure vermag einige, Tribromessigsiure, «- und 
B-Jod- und Brompropionsiure, Monochloressigsiure sowie Phenyl- 
essigsdure nur eine geringfiigige oder gar keine Wirkung auf die Garung 
auszuiiben. 

Unter gewissen Versuchsbedingungen ist es méglich, die Garung 
auszuschlieBen und trotzdem eine nicht unbetrachtliche Respiration 
mit einem respiratorischen Quotienten um 1 durch langere Zeit aufrecht- 
zuerhalten. 


Garungsprodukte wie Alkohol und Brenztraubensaure werden von 
vergifteter Hefe leichter oxydiert als nicht umgewandeltes Kohlenhydrat. 
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Vergiftete Hefe oxydiert Alkohol bei demselben niedrigen respira- 
torischen Quotienten wie normale Hefe. 

Eine Synthese von Alkohol zu Kohlenhydrat scheint in vergifteten 
Hefeproben nicht stattzufinden, und die betreffende Synthese ist in 
normalen Proben weit weniger umfangreich als bisher angenommen. 

Sowohl normale als vergiftete Hefe oxydieren in groBem Umfang 
Alkohol zu organischen Siéuren, die bei einem respiratorischen Quo- 
tienten von 1 oder dariiber verbrennen. 

Die in Proben angegorener Hefe nach Vergiftung in einer Glucose- 
lésung wahrnehmbare Oxydation rihrt nicht unwesentlich von einer 
Alkoholoxydation sowie von einer Oxydation von aus Alkohol gebildeten 
niedrigeren Oxydationsprodukten her. Doch ist die CO,-Entwicklung 
in solchen Proben etwa doppelt so groB als die, die man aus der vor- 
handenen Alkoholmenge berechnen kann, ferner der respiratorische 
Quotient bedeutend gréBer, als wenn nur Alkohol oxydiert wird. Es 
unterliegt daher kaum einem Zweifel, daB zugleich eine direkte Glucose- 
oxydation stattfindet. 

Die friihere SchluBfolgerung, laut welcher Hefe, in welcher der 
anoxybiotische Kohlenhydratabbau zum Stillstand gebracht worden 
ist, einen rein oxybiotischen Kohlenhydratabbau herbeizufiihren vermag, 
mu deshalb aufrechterhalten werden, wenngleich die reine Kohlen- 
hydratoxydation weniger umfangreich ist als bisher vermutet. 
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Einflu6b des Vitamins B, auf den Kohlenhydratstoffwechsel. 


Von 


J. A. Collazo und C. Pi-Suner-Bayo. 


(Aus dem Physiologischen Institut in Barcelona.) 


(Eingegangen am 2. Mai 1932.) 


1. Einleitung; Die Vitamine B, und B,. 


Alle Physiologen, die sich bis jetzt mit der Avitaminose B (Ab- 
wesenheit der Faktoren B, und B,) beschiftigt haben, haben das Vor- 
handensein schwerer Schadigungen des Stoffwechsels an den Tieren 
gezeigt, die vitaminfreien Diaten unterworfen waren. Wir wissen, 
daB die als Avitaminose B studierte Mangelkrankheit die Folge einer 
unzureichenden Ernabrung ist, hinsichtlich verschiedener wasserléslicher 
Faktoren mit unterschiedlichen biologischen und physikalisch-chemischen 
Eigenschaften, wenn auch sehr ahnlicher Herkunft. Fast alle Sub- 
stanzen, die reich an Vitamin B sind, enthalten einen Komplex von 
wenigstens zwei Vitaminen, das B, und das B,, mit wohlbestimmten 
und charakteristischen Eigenschaften, begleitet von verschiedenen 
spezifischen biologischen Wirkungen, sicher und unersetzbar unterein- 
ander oder durch andere Substanzen. Die Vitamingruppe B wurde 
lange Zeit hindurch an ihrer antineuritischen Wirkung erkannt, an der 
Verhiitung und Heilung der Krankheit, hervorgerufen durch ihre Ab- 
wesenheit in der Ernahrung von Tieren (Taube, Ratte, Hund, Affe usw.), 
die als biologischer Test gewahlt wurden. Je nachdem man den Tauben- 
test oder den Rattentest benutzte, bezogen sich die beobachteten Wir- 
kungen in spezifischer Weise bei dem ersteren auf den priventiven und 
heilenden EinfluB der konvulsivischen Attacke oder bei den letzteren 
auf den Wachstumsreiz, festgestellt durch die fortschreitende Gewichts- 
zunahme. Spater konnte man bestatigen, daB beide Wirkungen sich 
von verschiedenen Substanzen herleiten. Im augenblicklichen Stadium 
unserer Untersuchungen miissen wir in der Vitamingruppe B das Vor- 
handensein eines antineuritischen Vitamins B, mit einem noch wenig 
bekannten Wirkungsmechanismus zulassen, und eines anderen, Bg, 
ohne deutliche Kennzeichnung, das als Ansatzforderer bezeichnet wird, 
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auf Grund der Wachstumswirkung und der Gewichtserhaltung. Wir 
wollen es Zuckerregler nennen wegen seiner Rolle in der Assimilation 
und Speicherung der Kohlenhydratreserven. Friiher haben wir die 
Gesamtheit der Stoffwechselschadigungen beschrieben, die bestimmt 
sind durch Hyperglykaimie, Glykogenschwund, Milchsiurevermehrung 
im Blute, Carbonurie, begleitet von einer merklichen Senkung des 
Glutathions im Blute und in den Organen, die dem Mangel an Vitamin B 
zugeschrieben wurde, ohne damals zu bestimmen, welcher der Faktoren 
es sei (1). 

Die Beobachtung der Konstanz der Carbonurie und der parallelgehenden 
Erhéhung des Kohlenstoff-Stickstoffquotienten im Harn des mit einer 
aller Vitamine beraubten Diaét ernahrten Hundes [ Bickel (1)] wurde spater 
auf die ausschlieBliche Abwesenheit des Vitamins B bezogen [Collazo und 
Munilla (2), Roche (3), Gomez (4) usw.] und innnerhalb der Gruppe B auf 
das Fehlen des Vitamins B, oder des thermostabilen Faktors der Bierhefe 
[Kon (5), Roche (6)|, in den bei der Avitaminose-Ratte durchgefiihrten 
Versuchen. Andererseits stellten Randoin und Lecog fest (7), daB die Taube 
sich besser als die Ratte eignet zur Untersuchung der Reizwirkung auf 
Assimilation und Gewichtserhaltung, welche die thermostabile Fraktion 
der Bierhefe besitzt (Vitamin B,), eine Tatsache, die spater von mehreren 
Autoren bestatigt wurde. denen es gelang, durch die verschiedenen physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften den Effekt des antineuritisch wirkenden 
B, vom Wachstumseffekt zu trennen. Randoin und Lecog identifizierten 
diesen letzteren mit einem Vitamin zur Ausnutzung der Kohlenhydrate, 
bestandig gegen trockene oder feuchte Hitze und gegen Oxydation und 
Wasserstoffeinwirkung, aber sehr empfindlich gegen alkalische Hydrolyse 
und ultraviolette Strahlung. 

Tatsachlich lat sich das Vitamin B, vom B, trennen, ausgehend von 
einer Lésung oder der urspriinglichen Substanz, und zwar auf verschiedene 
Weise: a) durch die Léslichkeit in 92°,igem Alkohol. Das Vitamin B, lést 
sich, wahrend B, ungelést bleibt [Chick und Roscoe (8)]; b) durch Adsorption ; 
beim Schiitteln mit Silicagel wird B, vollstaéndig adsorbiert, im Filtrat 
bleibt B, allein [Levene (9)] oder mit anderen Substanzen [Salmon (10), 
Randoin und Lecog(11)]; ¢) durch andauernde Bestrahlung mit ultra- 
violettem Licht wird B, vollstandig zerstért, B, bleibt unberiihrt [Hogan 
und Hunter (12), Kennedy und Palmer (13)]; d) durch Alkalisierung in 
der Warme wird B, rasch zerstért, B, spiter [Randoin und Lecog (14), 
Williams (15)]; e) durch Erhitzung in verdiinnter Lésung bei natiirlichem 
Sauregehalt der Bierhefe wird B, vollkommen zerstért, wahrend B, zuriick- 
bleibt, das sich nur bei Alkalisierung in geringem AusmaB zersetzt, oder 
durch starke Séuerung [Williams (15)]; f) durch Fdllung durch Bleiacetat, 
die das Vitamin B, vom Vitamin B, trennt [ Rosedale (16)}]. [Siehe Literatur 
bis 1929 in einer Arbeit von Kruse und McCollum (17) und chemische 
Eigenschaften in einer anderen von Guha, 1931 (18).] 


Die auf die Spezifitat des thermostabilen Faktors B, beziiglichen 
Untersuchungen iiber den Kohlenhydratstoffwechsel sind noch sehr 
vereinzelt: abgesehen von den schon zitierten Arbeiten von Kon und 
Roche, in denen gezeigt wird, daB die im Autoklaven iiber 100° erwarmte 
Bierhefe die Fahigkeit bewahrt, die Verwertung der Kohlenhydrate 
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anzuregen, den Quotienten C/N im Harn der B-Avitaminose-Ratten 
wieder auf die normalen Ziffern sinken zu lassen, und abgesehen 
von den Veréffentlichungen von Randoin und Lecog, die zeigten, dab 
die Verlangerung des Lebens und Gewichtserhaltung bei den mit im 
Autoklaven erhitzter Bierhefe behandelten Tauben auf einen Assi- 
milationsreiz der Kohlenhydrate zuriickzufiihren ist, abgesehen davon 
also existieren in der Literatur noch keine Angaben, die sich darauf 
erstrecken, eine eindeutige Trennung der Stoffwechselstérungen im 
durch das Vitamin B, hervorgerufenen Symptomenkomplex zu zeigen. 

In unseren vorhergehenden Arbeiten iiber die Stoffwechselschadi- 
gungen der Zucker bei Abwesenheit des Vitaminkomplexes B ebenso 
wie uber ihre vollkommene und prophylaktische Heilung mittels Zugabe 
von autolysierter Bierhefe, hatten wir nicht erwogen, im Autolysat 
den Faktor B, vom Faktor B, zu isolieren, um dadurch zu bestimmen, 
welchem von beiden atiologisch die Rolle in der durch Vitaminmangel 
hervorgerufenen Zuckerkrankheit zukommt: Infolgedessen war uns 
auch die physiologische Funktion der Regulierung unbekannt, die 
der Faktor B, auf den Intermediarstoffwechsel der Kohlenhydrate 
ausiibt. 

Die Funktion des Komplexes B im Zuckerhaushalt war urspriing- 
lich von einem von uns bei B-Avitaminose-Tieren (Abwesenheit von B, 
und B,) im Jahre 1922 gezeigt worden und bestitigt durch eine grobe 
Zahl von Autoren (siehe Literatur in unserer zitierten Arbeit). Eben- 
daselbst haben wir die Bedeutung des Vitamins B, der autolysierten 
Bierhefe, fiir den Stoffwechsel der mit normaler und vollkommener 
Diat ernihrten Tiere nachgewiesen, wobei wir feststellten, daB eine voll- 
kommene Identitaét besteht in der Wirkung des Autolysats auf die 
Glykamie, die Zuckerassimilation, die Glykogenbildung und die Oxydo- 
reduktion (Glutathion) der Tiere, wie immer ihr Zustand auch sei, 
wenn auch mit graduellen Unterschieden. 

Tatsichlich vermehrt bei Ratten, Tauben und Kaninchen in 
normalem Zustand bei Avitaminose B oder bei starker Muskelarbeit 
das Autolysat der Hefe die Glykogenbildung und die Zuckerassimilation 
und vermindert die Hyperglykaimie und ganz besonders die Retention 
der Milchsaiure in den Organen und im Blute, ebenso wie es die Oxydo- 
reduktion anregt und den Organismus mit Glutathion anreichert 
[Collazo, Pi-Suner Bayo und Liss (19), Pi-Suner Bayo und Liss (29), 
Pi-Suner Bayo, Liss und Osuka (21)]. Die letzten Arbeiten (im Druck) 
des einen von uns ,,Uber die Vitamine im Orangensaft, ihren Gehalt 
und ihre biologische Bedeutung fiir den Organismus des Tieres’ be- 
schaftigen sich besonders mit der Atiologie der avitaminotischen Sym- 
ptome der Zuckerstoffwechselstérung, wobei gezeigt werden konnte, daB 
sie auf die Abwesenheit des Vitamins B, zuriickgefiihrt werden miissen. 
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Die Hyperglykamie, der MilchséuretiberschuB, der Glykogenmangel und 
die Hyperharnsaureémie, die den Mangel an Vitamin B bei der Taube 
charakterisieren, werden durch Verabreichung von 2 Stunden lang auf 
100° erhitztem Orangensaft geheilt, der vollstaéndig frei ist von Vi- 
tamin B,. Die den Zuckerhaushalt regelnde Rolle des Vitamins B,, 
und zwar ausschlieBlich dieses wurde auch durch den Anreiz bewiesen, 
den es auf die Glykogenbildung ausiibt, durch den senkenden Einflu8 
auf die durch Anstrengung gebildete Blutmilchséure, ferner durch seinen 
Harnséure senkenden Einflu8 und Alkalivermehrung (Alkalireserven 
des Blutes) usw., bei Versuchen am normalen und am saurebildender 
Diat unterworfenen Kaninchen [Collazo (22)]. In der vorliegenden 
Arbeit stellen wir uns zur Aufgabe, den EinfluB des Vitamins B, zu 
priifen, das durch Erhitzung im offenen GefiB und Luftoxydation von 
verdiinnten Lésungen isoliert wurde, die reich an der Vitamin- 
gruppe B sind. 

In erster Linie haben wir gepriift: a) das Bierhefeautolysat, um zu 
sehen, in welchem MaBe die Resultate unserer vorangegangenen Arbeiten 
(bereits zitiert) unter Benutzung eines nicht erhitzten Autolysats 
(Anwesenheit von B, und B,) vergleichbar sind mit den Wirkungen des 
durch 2 Stunden auf 100° erhitzten Autolysats (Anwesenheit von B, 
bei vollkommener Zerstérung von B,); ferner b) werden wir iiber die 
Versuche des einen von uns berichten mit frischem und mit auf 100° 
erwirmtem Orangensaft und schlieBlich c) die Wirkung eines sauren 
Extraktes verschiedener Pflanzen, sehr reich am Komplex B, an fett- 
léslichen Vitaminen A und D und an Hexose-inositphosphorsaure. 
Im weiteren beschreiben wir die Bedingungen unserer Versuche, be- 
sprechen die Resultate vom Gesichtspunkt der Spezifitat des Vitamins B, 
aus und ziehen schlieBlich unsere Schliisse, wobei wir ihre Bedeutung 
fiir das Studium der Vitamine hervorheben. 


2. Methode zur Isolierung der Wirkung des Vitamins B,. 
Erwarmung auf 100 bis 120° wahrend 3 Stunden von verdiinnten Lésungen von 
Hefe, Orangensaft und Extrakt von an Vitaminkomplex-B- (B, und B,) reichen 
Pflanzen dient als Methode zur Isolierung der Wirkung von B, durch Zerstérung 

von By. 

Die Vitamine B, und B, finden sich gemeinsam in der Natur, 
d. h. im gleichen Material: Friichten, griinen Blattern, Wurzeln, Samen, 
Mikroorganismen (Hefe, Bakterien), Geweben und tierischen Sekre- 
tionen usw. Die Befunde, da bestimmte Hefearten [Hauge und 
Carrick (23)] und die Samen der Sonnenblume [Mattei (24)] nicht den 
antineuritischen Faktor B, enthielten, dagegen sehr reich seien an 
thermostabilem Faktor B,, wurden spater durch Schmitz und George (25) 
bestritten, die die Anwesenheit von B, nachwiesen, wenn auch in 
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kleinen Mengen. Im allgemeinen kénnen wir die gleichzeitige Anwesen- 
heit der Faktoren B, und B, (wenn auch in verschiedenen Konzen- 
trationen) in jeder natiirlichen, an B-Komplex reichen Substanz zu- 
gestehen. © 

Wie lassen sich nun diese biologischen Wirkungen trennen ? 

Nach unseren Resultaten halten wir Erwirmen der Lésungen des 
Vitamins B auf 100°, mit natiirlichem Sauregehalt und maBig verdiinnt, 
zu dieser Trennung geeignet. Die Technik zur Bestatigung der Zer- 
stérung des Vitamins B, besteht darin, an der Avitaminose-Taube 
im Attackezustand die Wirkung einer bestimmten Dosis nachzuweisen 
oder die Wirkung der Zugabe einer kleinen Menge des Produktes, 
dessen Vitamingehalt man bestimmen will, zur schon vom Beginn 
des Versuchs vitaminfreien Diat zu priifen (gleichsam als Prophylakti- 
kum). Ist einmal die teilweise oder vollstandige Abwesenheit des Vita- 
mins B, nachgewiesen, so kann man mittels fortschreitender Ver- 
diinnung den prozentualen Grad besagter Zerstérung feststellen, indem 
man ihn aus dem Fehlen der praventiven und heilenden Wirkung 
ableitet. Im Falle, daB die Lésungen reich an Vitamin B, sind, mu8 man 
lange Zeit (30 bis 50 Tage) die Priventivbehandlung anwenden, welche 
den Test bestimmt, um seine Anwesenheit und Konzentration zu be- 
rechnen. Wenn man als Testtier die Taube in B-Avitaminose-Diat 
(Abwesenheit von B, und B,) verwendet, ist es notwendig, die Dosen 
zu steigern, weil fast immer der Gehalt an Faktor B, in den Friichten, 
tierischen Geweben usw. viel geringer ist als an Faktor B,, beide bezogen 
auf das gleiche Volumen oder Gewicht. Als B-Avitaminose-Diat bei 
der Taube haben wir das klassische Mittel des geschalten Reises an- 
gewendet, dem wir Knochenmehl und Sand zufiigten, wegen seines 
Gehalts an Salzen und um die Zerreibung der Kérner zu erleichtern. 
Wie wir wissen, verringert sich der Appetit fortschreitend in dem Mabe, 
als sich die Avitaminose verschlechtert, und die daraus folgende Unter- 
ernabrung und Entkraftung verlingern das Leben der Tiere, die die 
aufgenommenen Vitamine im Verhaltnis zur kleinen Menge der ver- 
zehrten Nahrung aufsparen [Collazo und Funk (26)|. Das instinktive 
Fasten ist eine wirkliche Prophylaxe vor der Avitaminose [Collazo (27)]. 
Um dieses Phinomen, das die Versuche falschen wiirde, zu vermeiden, 
haben wir 5 Tage vor der Tétung der Tiere in einfacher Avitaminose 
folgende Nahrung verabreicht: Reismehl 10g, Knochenmehl 2 g, 
gewaschenen Sand 3g. Auf diese Weise arbeiten wir unter gleichen 
Bedingungen, da die Tiere, die mit Hefe, Saft oder Pflanzenextrakt 
(frisch oder erhitzt) behandelt werden, bis zum Schlu8 ihren natiirlichen 
Appetit behalten, indem sie 10 bis 15 g Reis pro Tag aufnehmen. Der 
Appetit hangt vom Faktor B, ab, der wahrscheinlich die Verdauungs- 
sekretion anregt. 
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3. Zubereitung und Nachweis des in den Versuchen verwendeten Vitamin- 
materials. 


Das Vitaminmaterial wurde nach gleichen Vorschriften fiir die drei 
gepriiften Substanzen bereitet: 

a) Das Autolysat der Bierhefe. 1 kg der frischen, gewaschenen und 
gepreBten Bierhefe schwemmt man in | Liter Leitungswasser auf und 
nach kraftigem Schiitteln verteilt man in Portionen von je 250 ccm 
in mit Watte abgeschlossene Weithalsflaschen, unter Zufiigung von 
5ecm Chloroform, das man wahrend der folgenden Tage erneuert. 
Die Autolyse vollzieht sich bei Laboratoriumstemperatur, 20 bis 
31° (Sommer) wahrend 7 Tagen, unter haufigem Schiitteln. Die 
Ausbeute, obgleich geniigend fiir unseren Bedarf, erreicht nicht die 
bei 40° durch 72 Stunden erzielte. Wir dekantieren die iiberstehende 
Fliissigkeit, zentrifugieren zweimal und bewahren das Autolysat an 
kiihlem Ort fiir den Gebrauch auf. Dieses Autolysat ist frei von Albumin 
und Zucker, ist dunkelbraun und durchsichtig. 1lcem = 0,6g Hefe. 
Seine Wirkung auf die Taube mit polyneuritischer Attacke tritt bei 
einer Dosis von 0,8 ccm auf. Dann wird auf das doppelte des Volumens 
mit destilliertem Wasser verdiinnt und auf 100° wahrend 2'/, Stunden 
in einem Erlenmeyer erhitzt, auf den ein Glasrohr gesetzt ist von 25 cm 
Lange und geniigend breit, um Luftzutritt zu gestatten, wobei es zum 
Teil als RiickfluBkihler dient; nach beendeter Zerstérung des Faktors B, 
wird mit destilliertem Wasser bis zum urspriinglichen Volumen aufgefiillt 
und von neuvem die antineuritische Wirkung auf die in Attacke befind- 
liche Taube gepriift: bei der Dosis von 0,8 ccm heilt das erhitzte Auto- 
lysat nicht in 3 Stunden, auch mit 5 ccm beobachtet man in 16 Stunden 
kein Resultat, es bessert sich weder die Ataxie, noch die allgemeine 
Schwache, die Taube nimmt keinen Reis und stirbt. Derselbe Versuch 
wurde mit zwei anderen Tauben durchgefiihrt, die von Konvulsionen 
befallen waren, wobei man eine leichte Wirkung auf den Krampf er- 
hielt, nach 18 Stunden mit 12 cem des erhitzten Autolysats, doch ohne 
irgendeine Besserung der anderen Symptome. Die Eingabe von 1 ccm 
des rohen, nicht erhitzten Autolysats verandert das Bild in 3 Stunden 
vollkommen, wobei man groBen Appetit beobachtet, Wiedergewinn 
der Flugfahigkeit, Abnahme des Durchfalls, Ausscheidung von Bi-urat. 

Dieses erhitzte Autolysat, das des Faktors B, beraubt ist, wurde 
in den im Protokoll 1 erwihnten Versuchen verwendet. 

b) Orangensaft. Durch Pressen des Fruchtfleisches verschiedener 
Orangen der Sorte ,,Washington Navel“ von Valencia und durch 
Kolieren des Saftes durch Gaze erhalten wir eine Fliissigkeit, die in 
rohem Zustand bei der avitaminotischen, von Krampfen befallenen 
Taube sehr wirksam ist (im allgemeinen geniigt eine Dosis von 1 ccm, 
und selten sind 2 cem notwendig). 2'/, Stunden (1 Stunde ist schon aus- 
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reichend) auf 100° erhitzt, sonst unter denselben Bedingungen wie das 
vorhergehende Autolysat, verliert sie vollstindig ihre antineuritische 
Wirkung, nicht nur in der Dosis von 1 ccm, sondern auch in der fiinfmal 
gréBeren, wie folgendes Beispiel zeigt. Einer in Avitaminose von Kon- 
vulsionen befallenen Taube verabreicht man 5 ccm des erhitzten Saftes, 
nach 6 Stunden bleibt ihr Zustand unverandert. Nach 12 bis 18 Stunden 
gibt man ihr von neuem zweimal je 5ccm ohne irgendeine Wirkung, 
nach 24 Stunden geht es ihr schon sehr schlecht. Mit einer Dosis von 
2ccm des frischen Saftes erreichen wir ihre vollstandige Wiederher- 
stellung, in den folgenden Tagen mit nur 1 ccm. Mit dem so erhitzten 
Saft wurden die Versuche der Protokolle 2, 3, 4 und 5 durchgefiihrt. 

c) Saurer Extrakt verschiedener Pflanzenteile (griine Blatter). 
Seine Wirksamkeit auf die Avitaminose-Taube im Krampfzustand 
ist 0,4cem. Auf das doppelte mit destilliertem Wasser verdiinnt und 
auf 100° wahrend 3 Stunden erhitzt, sonst unter gleichen Bedingungen 
wie die vorhergehenden Praparate, verliert er seine antineuritische 
Wirkung bei einer wihrend 24 Stunden dreimal wiederholten Dosis 
von 3ccm, waihrend die Behandlung derselben Taube mit 0,5 ccm des 
frischen Pflanzenextraktes in 1'/, Stunden Heilung herbeifiihrt. Bei 
einer wahrend 24 Stunden dreimal wiederholten Dosis von 5 ccm 
erreicht man eine teilweise Besserung des konvulsivischen Krampfes, 
aber nicht der anderen Symptome, was einen Rest von Vitamin B, 
anzeigt, der praktisch zu vernachlassigen ist, da die Zerstérung mehr 
als 75°, betragt. Mit diesem erhitzten Extrakt wurden nach 20tagiger 
Krankheit die Tauben 50 Tage lang behandelt, die entsprechend dem 
Protokoll der Avitaminose-Diat unterworfen waren. 

Eine der fiinf Tauben, Nr. 11, starb von selbst, mit ataxischem 
Gang, leichtem griinen Durchfall und Schwiache der Beine und des 
Halses, d.h. mit geniigend deutlichen Symptomen von Polyneuritis 
oder Avitaminose B,. Demgegeniiber steht, wie bei den mit Orangensaft 
und Hefeautolysat (beide erhitzt) behandelten Tauben, die gute Gewichts- 
erhaltung, die die Anwesenheit von Vitamin B, in genannten Praparaten 
offenbart. 

4. Beschreibung der Versuche. 


Alle Tauben wurden mit geschaltem Reis, Knochenmehl und wasser- 
gewaschenem Sand ernahrt, eine Diat, die im Zeitraum von 15 bis 25 Tagen 
ein schweres Bild von Appetitlosigkeit, Untertemperatur. Reizbarkeit, 
Ataxie und schlieBlich Muskelparalyse oder konvulsivische Kontraktionen 
hervorruft. Es entwickeln sich alle Symptome fortschreitend zum Tod, 
und die Tauben kénnen nur durch Eingabe von Vitamin B, geheilt werden, 
welches als ausschlieBliches Spezifikum einwirkt. 

Einige Gruppen der Avitaminose-Tauben wurden nach 20 tagiger 
Krankheit 15 Tage lang mit 5ccem des erhitzten Autolysats behandelt. 

Wir fiihrten keine Kontrollversuche der einfachen Avitaminose, be- 
handelt mit frischer Hefe, durch, weil wir in unserer letzten, schon zitierten 
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Arbeit verschiedene Analysentabellen veréffentlicht haben, die diesen 
Versuchsbedingungen entsprechen. Das Autolysat der Hefe, das in frischem 
Zustande den Vitaminkomplex B enthalt, ist sehr reich an den beiden 
Faktoren B, und B,, und die durch geschalten Reis hervorgerufene Avita- 
minose der Taube ist durch das Fehlen der beiden begriindet. 


In den Tabellen fiihren wir zur Raumsparung nur das Anfangs- und 
Endgewicht an und berechnen den Gewichtsverlust. In den Versuchen 
mit erhitztem Orangensaft verfahren wir im allgemeinen ebenso. Bei der 
mit erhitztem, saurem Pflanzenextrakt behandelten Gruppe dehnten wir 
den Versuch auf 50 Tage aus, um zu beobachten, ob eine der fiinf Tauben 
Symptome von Avitaminose B, aufwies, weil das allgemeine Befinden der 
Tiere ausgezeichnet war und das Gewicht sich normal erhielt und bei einigen 
sogar stieg. Tatsachlich erkrankte die Taube Nr. 11 deutlich am 41. Tage, 
wodurch sich die Armut des erhitzten Pflanzenextraktes an Vitamin B, 
(antineuritisch) erwies. 


Alle Tauben wurden zwecks Analyse von Blut, Leber und Brust- 
muskel durch vollkommene Ausblutung getétet, unter Durchschneidung 
der Carotiden und Jugularen, und das Material mit gréBter Schnelligkeit 
auf die Extraktionsfliissigkeiten verteilt: 5 ccm Blut in destilliertes Wasser 
zur EnteiweiBung nach Folin, 3 bis 5 ccm in eine 20 °,ige Lésung von Tri- 
chloressigsiure zur Bestimmung von Glutathion usw. Die gut durch- 
gefiihrte Ausblutung bei einer Taube von etwa 300 g verschaffte uns 12 bis 
18 cem Blut und manchmal noch mehr. 


Von der Leber und vom Muskel nimmt man 2 bzw. 5 g zur Bestimmung 
von Glykogen, welche man in eine heiBe Lésung von 60 °,iger Kalilauge ein- 
legt, und den Rest des Organs behandeln wir mit 20°,iger Trichloressig- 
saure (Merck), zur Extraktion des Glutathions. Die aus der Hydrolyse des 
Glykogens resultierende Glucose — Methode Pfliiger — haben wir nach 
der etwas modifizierten Methode von McLean bestimmt. Die Milchsaure 
bestimmten wir nach Fiirth und Charnas (28) in der Fliissigkeit, die nach 
der Methode von Folin enteiweiBt und nachher mit Kupfersulfat und Kalk- 
milch zur Abscheidung der reduzierenden Substanzen behandelt worden 
war [Clausen (29), Hirsch-Kaufmann (30), Collazo und Supniewsky (31). 
Meyerhof (32)}. 

Die Bestimmung des Glutathions G-—-S H umfa8t auch andere Kérper, 
die die Gruppe —SH enthalten, wie das Thionein, Cystein, Thiomilch- 
sdure usw., deren biologische Rolle in den Prozessen der Redoxydation 
wahrscheinlich gleich der des Glutathions ist. Die Methode von Twuni- 
cliffe (33) benutzt Starke als Indikator, wobei mit einer n/100 Jodlésung 
titriert wird. Wenn auch die Ziffern etwas héher liegen als mit der Nitro- 
prussidreaktion, so sind sie beim Arbeiten unter gleichen Bedingungen des 
Volumens, Indikators, Trichloressigsiure usw. vollstandig vergleichbar und 
stimmen sogar bei verschiedenen, aber unter die gleichen Bedingungen 
gestellten Proben gut iiberein. Die individuellen Schwankungen in den 
Analysen des Gl; kogens, des Glutathions und der Milchsaure sind besonders 
bei der Taube sehr allgemein, weil alle diese sich je nach Bedarf und An- 
gebot der Ausgangssubstanz bilden. Die Schwankungen sind noch deutlicher, 
wenn die Tiere irgendein Agens erhalten haben, das den Gehalt, die Regu- 
lierung und die Ausnutzung soleher Substanzen durch den Organismus 
modifiziert. In der Folge haben wir in allen Serien den Mittelwert berechnet, 
die einzige Ziffer, die wir bei dor Besprechung der Resultate beriicksichtigen. 
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5. Resultate und Protokolle. 


Protokoll 1. 


Muskel- und Leberglykogen und -glutathion, Blutzucker, Blutglutathion 
und Gewicht von vier seit 20 Tagen in Avitaminose befindlichen Tauben, 
die nachher wahrend 15 Tagen mit 5ccm des Autolysats der Bierhefe, 
welches durch 2'/, Stunden auf 100° erhitzt worden war, behandelt wurden. 





Glykogen Glutathion 








Taube in mg-°') | in mg-°/9 Blut- Mileh- | Anfangs- End- 
zucker | siure | gewicht gewicht 
Nr. | Leber | Muskel | Leber | Muskel- ‘Blut | a 
40 6,340 636 291 45 57 218 40 355 287 
41 3,271 459 333 | 57 66 216 43 355 309 
42 5,604 648 | 307 | 59 69 196 49 340 320 
48-8891 921 | 318 | 6 73 19086 | 840 315 
Mittel- | 
wert 6,026 666 | 312 565) 65 205 42 | 347 308 


Gewichtsverlust: 24 °/, 


a) Das Gewicht. In der Avitaminose B (Abwesenheit von B, und B,) 
erreicht der Gewichtsverlust 37°, nach 25 Tagen (Durchschnitt von sechs 
Tauben). Der Gewichtsverlust bessert sich bei der Ratte [McCollum (34)] 
und bei der Taube [ Randoin (35)] durch Zugabe der erhitzten Fraktion der 
Hefe (Vitamin B,). In unseren Versuchen dehnen wir die Avitaminose B 
auf 20 bis 25 Tage aus, wobei wir durch Zugabe von erhitzter Hefe, Saft 
oder Pflanzenextrakt (Zerst6rung von B,) das Gewicht bis auf das Anfangs- 
niveau steigen lassen. Die Verluste sind tatsachlich sehr klein und praktisch 
zu vernachlassigen, weil bei der Fortfiihrung des Versuchs durch einige 
Tage die Tiere ihr Anfangsgewicht erreicht hatten, z. B.: 11°, mit erhitztem 
Autolysat, 4° mit erhitztem Saft und 4°, mit erhitztem Pflanzenextrakt. 
Der Verlauf der Kurve ist analog der mit frischen Substanzen erhaltenen, 
wenn auch langsamer. Das Studium der einfachen Gewichtskurve zeigt 
uns, da8 sich durch die Wirkung des Vitamins B, der Ernahrungszustand 
nicht stabilisiert, sondern fast die Normalwerte erreicht. 


Protokoll 2. ; 
Anfangs- und Endgewicht von Tauben in einfacher Avitaminose (25 Tage) 
und in Avitaminose behandelt mit frischem oder auf 100° erhitztem Orangen- 
saft. Anfangs- und Endgewicht in Grammen. 











! eee 25 Tage Avitami- 
Taube —— e | Taube Ro tng eye STage i Taube nceo, isin 8 tame 
Nr. Avitaminose | Nr. 5 cem frischer Saft \ Nr. —_— = = 
1£ 326—205 i 1 260 —230 10 321—300 
19 350—185 | 4 215—210 if 279—263 
20 339—200 | 5 260—260 3 } 287—280 
21 300—160 | 6 820—295 18 | 280—265 
22 360—220 7 300— 310 14 | 253--260 
23 305—200 9 315—330 15 278—271 
ee noe ee 16 : 259 —235 
Mittelwert: 335—195 280—276  279—268 
Verlust: 87% | 14% 4%, 
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b) Das Glykogen. Zum Studium des Glykogens haben wir die Tiere 
mit reisgefiilltem Magen getétet, einige Stunden nach Eingabe des an 
Vitamin B, reichen Praparats. 

Das Leber- und Muskelglykogen steigt in deutlichem MaBe, wenn diese 
Erscheinung auch ohne Zweifel in der Leber starker ist. Mit dem frischen 
Autolysat erhielten wir in einer vorhergehenden Arbeit fiir das Leber- 
glykogen Werte von 6,423 g-°,, des frischen Organs, und mit dem erhitzten 
Autolysat 6,026 g-°,. Beim Muskel 721 bzw. 666 mg-°,, oder praktisch 
denselben Erfolg. 

Mit dem frischen Orangensaft 2,960 g-°,, und mit dem erhitzten 3,071 g 
fiir die Leber. Und 633 bzw. 618 mg fiir den Muskel. Mit dem frischen 
Pflanzenextrakt haben wir keine Versuche gemacht, weil sein hoher 
Gehalt an Vitaminkomplex B schon haufig nachgewiesen wurde und wir 
uns nur fiir die Wirkung des erhitzten Praparats interessierten (Zerstérung 
von B,). Leberglykogen 2,671 g-°, und im Muskel 399 mg-%,, etwas 
niedrigere Zahlen als die mit dem Autolysat der Hefe oder dem Orangensaft 
erhaltenen. Doch muB man bedenken, da8 der Versuch mit erhitztem 
Pflanzenextrakt 50 Tage dauerte, dagegen die mit Orangensaft oder Auto- 
lysat (erhitzt) nur 15 Tage, da unter diesen Bedingungen schon einige Tauben 
an Polyneuritis erkrankten. Dagegen wollten wir mit dem _ erhitzten 
Pflanzenextrakt beobachten, ob die Polyneuritis auch zum spontanen 
Tod fiihrt (Fall der Taube Nr. 11). Das Glykogen findet sich in der Avita- 
minose sehr vermindert : Lebergl ykogen 361 mg-°,, Muskelglykogen 53 mg-°,,. 

c) Der Blutzuckerspiegel. Das erhitzte Autolysat, Saft oder Extrakt 
besitzen eine offenkundige, Blutzucker senkende Wirkung auf die spontan 
auftretende Hyperglykamie der Taube in Avitaminose, wobei sie sich in 
allem wie die frischen Praiparate verhalten und sich die Identitat genannter 

Wirkung mit dem Vorhandensein des Vitamins B, erweist. 

: Blutzucker der Taube in Avitaminose (Abwesenheit von B, und B,) 

272 mg-%, behandelt mit erhitztem Autolysat 205 mg-%, mit frischem 
Autolysat 208 mg-°%, mit erhitztem Saft 215 mg-%, mit frischem Saft 


Protokoll 3. 
Leber- und Muskelglykogen und Blutzucker der Tauben in einfacher Avita- 
md minose und in mit frischem oder auf 100° erhitztem Orangensaft behandelter 
es Avitaminose. 








——S—_—__= ——— 
Avitaminose B (25—30 Tage), | Avitaminose B (25—30 Tage), 
dann 15Tage lang 5cem = dann 15 Tage lang 5 ccm 





| 





Einfache Avitaminose B 
H (30 Tage) 











i . frischer Saft | auf 100° erhitzter Saft 
‘i © D | © 

ts = Glykogen mg-°/o | 2 Glykogen mg-°/p | = Glykogen mg-°/9 

x | @ | os 

- B | | _| & te! . 
xe, | Leber Muskel gucker|) xz, | Leber |Muskel zneker |, | Leber Muskel | gncker 
ty = = — He — ~~ 2 — = — at — — ——--— 











18 230 «00 «300 1:'| 2,050 880 220 8/396 996 | 236 
id 19 | 740 94 | 257 4/4810 720 218 10/243 381 | 220 
4 20 | 299 39 263 «5 | 8270 730 282 12) 3,00 481 | 221 
; 21 800 100 | 250 6 | 8,870 640 214 18) 229 430 | — 
* 22 239 +35 290 7 | 2,890) 680 214 | 14) 2,80 780 | 203 
9 /1,870 330 | 226 15/381 400 | — 
| 16 | 8.21 810 | 196 

Mittel- | ee | 
wert 361,6 53,6 | 272 | 2,960 663 | 220 | |3,071 618 215 
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Avitaminose B (28 Tage), nachher 
3cem auf 100° erhitzter Saft w&hrend 
der Attacke, verteilt auf drei Eingaben 

in 18 Stunden 


Avitaminose B (28 Tage), nachher 3 ccm 
frischer Saft wabhrend der Attacke, verteilt 
auf drei Eingaben in 18 Stunden 





Glykogen mg-°/9 Glykogen mg-°/, 








Taube Taube 

Nr. Leber Muskel | Blutzucker Nr. Leber Muskel | Blutzucker 

2 2,39 100 218 11 1,88 330 254 
nile 1,32 190 | 239 17 | 239 | 418 236 
Mittelwert: | 1,885 145 228 2,185 374 | = 245 


220 mg-°,, mit erhitztem Extrakt 216 mg-°%,. Diese Wirkung hat der eine 
von uns auch bei normalen Tieren (Kaninchen) bestatigt. 

d) Die Milchséure im Blute. Die Retention der Milchséure bei der 
Taube in Avitaminose B (Abwesenheit von B, und B,) ist schon in unserer 
friiher zitierten Arbeit untersucht worden; die Anhaéufung der Milchséure 
tritt zunachst in den Organen auf, welche sie produzieren: Muskel und 
Leber, und erst in zweiter Linie im Blute. Das Vitamin B (B, und B,) des 
frischen Autolysats hat eine deutliche Wirkung auf diese spontane 
Steigerung der Blutmilchséure. Im Protokoll 4 geben wir die Zahlen der 
Milchséure des Blutes: Blutmilchséure in Avitaminose B (Abwesenheit 
von B, und B,) 69 mg-°,. In unserer vorigen Arbeit fanden wir nur 50 mg, 
aber im ersten Falle litten die Tauben 10 Tage langer an ihrer Krankheit. 
Bei mit frischem Autolysat behandelten fanden wir damals 30 mg-°,,, mit 
erhitztem Autolysat jetzt 42 mg-°%, mit frischem Saft 33mg, mit er- 
nepenesay 40 mg, mit erhitztem Extrakt 49 mg, bei einem Normalwert von 
30 mg-°,, den wir in unserer vorhergehenden Arbeit mit 26 mg-°,, fest- 
stellten. Die gesteigerte Milchsaéurebildung ist ein schweres Symptom und 
in gewissem MaBe ein hartnackiges, weil das Vitamin B,, enthalten in den 
erhitzten Praparaten, die die iibrigen Werte des Blutes fast auf das normale 
Niveau oder auf der Behandlung mit frischem Saft vergleichbare Ziffern 
bringen, nicht imstande ist, bei den mit erhitzter Hefe, Saft oder Extrakt 
behandelten Tieren dasselbe zu erreichen: 42, 40, 49 mg-°,, Mittelwert 
43,7 mg-°%, um 38% hoher als der Mittelwert bei frischem Autolysat oder 
Saft, der 31,5 mg-°, betragt. 

Vielleicht kénnte man eine Frage aufwerfen, die das Seekhen in sich 
schlieBt. Hangt die Steigerung der Blutmilchsiure wenigstens zum Teil 
vom Vitamin B, ab? Die Stérungen des Kohlenhydratstoffwechsels sind 
vollkommen unabhangig von den Anderungen des ariaerobischen Stoff- 
wechsels, der die Milchséure betrifft. Die gesteigerte Milchséure des Blutes 
bei Avitaminose ist bei Tieren im Ruhezustand auch unabhangig von 
Muskeltatigkeit oder -kontraktion. 

e) Das Glutathion von Leber und Muskel erleidet eine merkliche 
Herabsetzung bei der Avitaminose B (B, und B,). In unserer wiederholt 
zitierten Arbeit stellten wir durch Zugabe von Hefeautolysat seinen Wieder- 
anstieg fest, der einige Male sogar die normaie Anfangskonzentration 
iibertrifft. Hier konnten wir diese Resultate bestatigen mit frischem und 
erhitztem Saft, mit erhitztem Autolysat und erhitztem Pflanzenextrakt. 
Die Analyse der SH-Gruppe in diesen Substanzen war in allen Fallen 
positiv, earn auch die Menge verschieden; Glutathion des | ee 
300 mg-°%%, des Saftes 60 mg-°, und des Extraktes 105 mg-‘ 


— 
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Protokoll 4. 
Milchsaéure des Blutes bei normalen Tauben, bei Tauben in einfacher Avita- 
minose und in der mit frischem oder auf 100° erhitztem Orangensaft be- 
handelten Avitaminose. 








N Finfache Avitaminose ] Frischer Orangensaft, | Aut 1009 erhitzter 
Normal 30 Tage 5eem durch 15 Tage OTe com, 
— Milchsaure \ sg Milchsi&ure 7 Milehsiure — Milchsaure 
31 27 | 18 73,51 24 21 } 35 43,16 
32 36 19 81,30 25 26 | 86 40,19 
33 33 20 90,70 | 26 40 37 53,20 
34 24 | 2 56,60 | 27 50 38 31,30 
| 22 53,22 | 28 30 39 36,03 
ee oe we | 
Mittel- | 
wert | 30 69,11 33 40,77 


Das auf die B-Avitaminose-Leber bezogene Glutathion betragt 
220 mg-°%%. Mit erhitztem Autolysat behandelt, 231 mg, mit frischem Saft 
348 mg, mit erhitztem Saft 316 mg, mit Extrakt 285 mg. Das hei8t, daB alle 
Zahlen der Leber der mit Vitamin B, verschiedener Herkunft behandelten 
Tiere héher sind als die der in Avitaminose B befindlichen Tauben und sich 
den Werten der normalen Tauben nahern oder diese iibertreffen, welche 
Collazo, Varela und Rubino (36) geben: 224 mg-°%, und nach Randoin und 
Fabre (37): 285 mg-% 

Im Muskel erleidet das Ghvtethion dieselben Schwankungen wie in 
der Leber, z. B. bei Avitaminose 39 mg-°%, mit frischem Autolysat 54 mg-% 
[Collazo und Munilla (38)]}, mit erhitztem Autolysat 56 mg-°%, mit frischem 
Saft 43 mg- %, mit erhitztem Saft 45 mg-%%, mit erhitztem Pflanzenextrakt 
64 mg-° 

Protokoll 5. 


Leber-, Muskel- ung Blutglutathion von Tauben in einfacher Avitaminose 
und in Avitaminose bei Behandlung mit frischem oder auf 100° erhitztem 








Orangensaft. 
x 4 : Avitaminose B (25 Tage), Avitaminose B (25—30 Tage), 
ete ee . nachher wahrend 15Tagen || nachher durch 15Tage 5cem 
5eem frischer Saft auf 100° erhitzter Saft 
Taube | Glutathion mg-°/» Taube i Glutathion mg-°/ | Taube Glutathion mg-9/; 











Nr. Leber Muskel | Blut Nr. || Leber Muskel Blut | _Nr. Leber | Muskel ‘Bint 


18 235 |36 | 48 
19 188 38 | 51 
20.210 38 | 58 
21 (275 (43 | 5B 
@ /201 | 41 | 6 





| 4383 «50 6 8 | 301 52 | 52 
300 = 44 57 | 10 | 282 40 | 58 
333 «58 59 || 12 310 38 =| 62 
365 | 33 63 «i3 368 38 | 62 
357 31 | 60 14 290 | 47 | 55 

300 44 63 15 308 «646 =| «59 

| 16 355 56 60 


OI Cree | 





Mittel- | | | 
wert | 220,80) 39,20 | 56 348 433 61 316 © = 45,3 | 58 
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Avitaminose B (28 Tage), dann wiahrend der Avitaminose B (28 Tage), dann wa&hrend 








Attacke 3 ccm frischer Saft, auf 3 Eingaben der Attacke 3cem auf 100° erhitzter Saft, 
in 18 Stunden verteilt auf 3 Eingaben in 18 Stunden verteilt 
Taube iz Glutathion mg-°/> Taube Glutathion mg-°/, os 
Nr. Leber Muskel Blut Nr. | Leber | Muskel | Blut 
2 280 54 66 11 310 46 57 
3 | 821 46 66 17 265 39 68 
Mittelwert : 300 50 66 288 42.5 62,5 


Die normale Konzentration des Blutglutathions betragt 70 mg-°,, 
bei der Avitaminose B 56 mg-°,, mit frischem Autolysat 75 mg-°%,, mit 
erhitztem Autolysat 65 mg-°,, mit frischem Saft 61 mg-°,, mit erhitztem 
Saft 58 mg-°%%, und mit erhitztem Extrakt 86 mg-°,. Die Anderungen im 
Blute entsprechen dem, was wir bei den Organen festgestellt haben: einer 
merklichen Vermehrung der Gruppe — SH. 


Der Reichtum der erwahnten Substanzen an reduziertem Gluta- 
thion erklirt nicht die Vermehrung, die im Organismus nach Einnahme 
von so geringen Mengen stattfindet. Besondere Beachtung verdienen 
die hohen Werte des Muskel- und Blutglutathions der mit Extrakt 
‘ehandelten Tauben. Vielleicht ist es angebracht, zur richtigen Er- 
klarung daran zu erinnern, daB diese Tauben wahrend 50 Tagen taglich 
3 cem des konzentrierten Praparates erhielten, dessen Gehalt 105 mg-°, 
ist, wihrend die mit Autolysat und Saft behandelten Tauben nur durch 
15 Tage das Vitaminpraparat erhielten. Die ersteren haben eine 
gréBere Glutathionmenge in den Muskeln aufgespeichert. Trotzdem 
muB8 man etwas erstaunt sein, daB diese hohen Ziffern sich nicht in 
der Leber feststellen lieBen. Wahrscheinlich ist die Leber nicht das 
Reserveorgan des Glutathions, indem diese Eigenschaft vielleicht 


Protokoll 6. 


Muskel- und Leberglykogen und -glutathion, Blutglutathion, Blutzucker, 

Milchséure und Gewicht von vier Tauben, die 20 Tage mit B-Vitamin-freier 

Diat behandelt wurden und dann waihrend 50 Tagen 3ccm des durch 
3 Stunden auf 100° erhitzten Pflanzenextraktes erhielten. 











| i Civtienn i Glutathion | Mileh- || s 
Taube || jn mg-/, || in mg-°/9 Blut- | saéure || Anfangs- End- 
\ I zucker in gewicht gewicht 
Nr. | Leber | Muskel|, Leber Muskel| Blut | mg-°/o 
12 | 1,885 367 315 650 90 232 8 §©36,54 350 343 
13 | 5,900 620 | 272 ; 67,0 | 90 195 50,58 360 o44 
14 | 1,650 343 | 265 66,25) 92.5 207 49,14 310 285 
15 | 1,250 266 287 =| 59,75 | 75.5 | 232 63,27 280 378 
Mittel- si est Berti a I fp 
wert: | 2,671 399 | 285 6460 869 2165 49,88 350 336 


Gewichtsverlust: 4 °/, 
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den Nebennieren zukommt, wenn auch in jenem Organ andere an Radi- 
kal SH reiche Substanzen vorkommen, wie das Ergothionin [Campberg 
und Geiling \40)], Thiohexose [Levene und Sobotka (41)], Thiophenol 
[Szent-G yorgyi (42)] usw., und wahrscheinlich mit der von Loepper (43) 
entdeckten Funktion fiir den Schwefelstoffwechel in Beziehung stehen. 


6. Besprechung der Resultate. 

Die St6rung im Zuckerhaushalt, die als grundlegendes Merkmal 
im Bilde der B-Avitaminose (Abwesenheit von Vitamin B, und B,) 
von dem einen von uns gezeigt und dann von einer Reihe von Autoren 
bestatigt worden war, zeigt eine viel deutlichere Atiologie, wenn man 
jene im Lichte der eben beschriebenen Versuche betrachtet. 

Bei der Anwendung von unbehandelten Lésungen von Vitamin B, 
die wie das Autolysat der Bierhefe reich an beiden Faktoren sind, 
hatten wir vermocht, die Stérungen des Kohlenhydratstoffwechsels 
bei der Taube und dem Hund, die von B-Avitaminose befallen waren, 
zu beheben. Tatsachlich erreichte das Glykogen wieder Werte, die 
denen normal gefiitterter Tiere ganz nahe lagen. Es sank die Hypergly- 
kimie uud der Milchséureiiberschu8. Es stieg in normalem Verhiltnis 
die Toleranz gegen Zuckeraufnahme usw. Durch die Erhitzungsmethode 
wird, wie wir gesehen haben, das Vitamin B, zerstért, wahrend die 
Wirkung von B, erhalten bleibt. Alle Symptome der B-Avitaminose- 
Zuckerhaushaltsstérung weichen dem Hefeautolysat, dem Orangensaft 
und dem Pflanzenextrakt (in frischem Zustand) und verschwinden auch 
mit den drei erhitzten Produkten, die, wenn auch des Vitamins B, 
beraubt, die Komponente B, noch in gleicher Konzentration bewahren. 
Es ist daher natiirlich, daB wir von unseren Erklarungsversuchen die 
Wirkung des Vitamins B, vollstandig ausschlieBen und die Hauptrolle 
bei der Regulierung des Kohlenhydratstofjwechsels ausschlieBlich dem 
Vitamin B, zuschreiben (22). 

Wenn man jedoch die auSerordentliche Verschiedenheit der Sub- 
stanzen bedenkt, die im Autolysat der Hefe, im Orangensaft und im 
Pflanzenextrakt vorhanden sind, kann man vielleicht folgende Frage 
aufwerfen: Ware es nicht méglich, den Effekt des Vitamins B, auf irgend- 
eine andere thermostabile Substanz zu beziehen, die in diesen Pro- 
dukten enthalten ist? Biologische Funktionen der Regulierung des 
Kohlenhydratstoffwechsels gibt es vielfach in der Hefe, in erster Linie 
der ganze ProzeB8 der alkoholischen Garung. 

Die Einwirkung der enzymatischen Aktivierung durch das Co- 
Ferment oder die Co-Zymase, die die Phasen der Mutation anregt, 
d. h. also die Mutasen, bei dem intermediaren Zerfall der Glucose durch 
trockene oder mit Aceton behandelte Hefe. Die Biokatalyse durch den 
Faktor Z von v. Euler (44), die die Wirkungen des Co-Ferments wieder 
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herstellt, aber nur in der lebenden Hefe. Das wahrscheinliche Ein- 
greifen der Insulinoide, genannt Glykochinin, isoliert von Collip (45), 
Winter und Schmidt (46), Funk und Corbit (47) usw., in der Hefe und 
andere vielleicht noch unbekannte Reizstoffe der Zellen. Alle diese 
Vorgiange treten bei der alkoholischen Gairung auf und man kann sie 
genau durch entsprechende Versuchsanordnungen isolieren, um sie 
in ihren einzelnen Phasen besser zu untersuchen. Ihre groBe biologische 
Bedeutung beruht darauf, daB die héheren Pflanzenzellen und die der 
verschiedenen Tierarten die gleichen Stufen des molekularen Zerfalls 
und der komplexen Synthesen der Glykose hervorrufen, gerade auf 
Kosten der Diastasesysteme tierischen Ursprungs, die den Systemen 
pflanzlicher Enzyme ahnlich oder gleich sind. Systeme, die sich gegen- 
seitig ersetzen lassen, wobei dieselben Produkte entstehen. Doch hatten 
diese Voraussetzungen nur Berechtigung, als man noch nicht die Un- 
versehrtheit der zuckerregelnden Wirkung im erhitzten Autolysat 
festgestellt hatte. 

Durch das auf 2 bis 3 Stunden ausgedehnte Erhitzen werden die 
Fermente oder Carbohydrasen, die man in der Hefe finden kann, voll- 
standig zerstért. Das Co-Ferment, wenn auch hitzebestaindig, hat eine 
Wirkung, die man ebenfalls ausschlieBen muB, weil sie nur bei der 
Garung der mit Aceton getrockneten Hefe zum Ausdruck kommt. 
Der Biokatalysator Z von v. Euler wirkt wie ein Co-Ferment und ist 
auch hitzebestandig, tibt aber seine Wirkung ausschlieBlich auf lebende 
Hefe aus und vermehrt nicht die Wiederherstellung der Hefe wie der 
Faktor ,, Bios“ von Williams (15), ebenfalls warmebestandig, aber auBer- 
dem alkalibestandig, im Gegensatz zum auBerst alkalilabilen Vitamin B,. 
Andererseits hat der eine von uns gezeigt, daB der erhitzte und gegen 
Phenolphthalein und Lackmus alkalische Saft vollstandig unwirksam 
ist bei der Taube in Avitaminose (er zeigt nicht mehr Wirkungen von 
B, und B,), ferner auf die Glykogenbildung des Kaninchens und sich 
wie eine einfache konzentrierte Lésung von Glucose und Saccharose 
verhalt!. Infolgedessen ist es im augenblicklichen Stadium unserer 
Kenntnisse nicht méglich, die Wirkung B, mit den Funktionen des 
Co-Ferments, des Biokatalysators Z von v. Euler oder des Faktors 
,»Bios** und viel weniger mit den Hydrasesystemen zu identifizieren 
[Abderhalden und Mitarbeiter (48)], weil sie nicht widerstandsfahig 
sind gegen die wahrend einiger Zeit erhdhte Temperatur, ,,in vitro“ 
aktiv sind und durch ihre Anwesenheit eine katalytische Wirkung 
haben, wahrend im Gegensatz dazu das Vitamin B, quantitativ ver- 





1 Kiirzlich haben auch Bodnar u. Karell (47a) den Nachweis dafiir 
erbracht, daB bei B-Avitaminose die Phosphorylierung in Muskel und Leber 
der Taube bis 146°), steigt gegeniiber den gesunden Tieren, was gegen eine 
Identifizierung des B-Vitamins mit dem Co-Ferment spricht. 
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braucht wird und keine Funktion ,,in vitro“ ausiibt, sondern eng an 
die histologische und biologische Unversehrtheit der Zelle gebunden 
ist. Das Problem der unzweideutigen Charakterisierung des Vitamin- 
faktors B, ist mit seiner chemischen Isolierung verkniipft. Solange 
man seine Konstitution und physikalisch chemischen Eigenschaften 
nicht kennt, wird immer ein Zweifel herrschen, der einen Anreiz bildet, 
die Untersuchung der genauen Atiologie der Symptome bei Mange! an 
B, fortzusetzen. 

In unserer vorhergehenden Arbeit arbeiteten wir mit dem wasser- 
léslichen Komplex B, ohne unterscheiden zu kénnen, welcher der 
verschiedenen Faktoren bei der Stérung des Zuckerstoffwechsels, 
die zur Avitaminose B gehért, eine Rolle spielt. Und aus der heilenden 
Wirkung der Vitamin-B-reichen Praparate leiteten wir eine spezifische 
Aktion des genannten biologischen Agens ab. In diesen Versuchen 
kénnen wir die Kenntnis des Vitamin B-Komplexes erweitern und 
im Sinne der Abgrenzung des Problems dieses wenigstens provisorisch 
fiir gelést halten, indem wir das Vitamin B, als einzigen Trager der 
zuckerregelnden Wirkung zulassen. 

Im Hinblick auf den Mechanismus der Wirkungsweise des Faktors B, 
kénnen wir wenige neue Tatsachen vorbringen. Die Reizwirkung auf 
die Glykogenbildung scheint die hauptsachliche physiologische Funktion 
des Vitamins B, zu bilden. Die Glykogenvermehrung geschieht auf 
Kosten der mit der Nahrung eingefiihrten Kohlenhydrate. Unter 
gleichen Bedingungen speichern nach einer Eingabe von Glykose 
die Tiere, die erhitzten Saft erhalten (reich an B,) eine Menge von 
Glykogen, die gréBer ist als 100%, bei der Analyse 3 Stunden nach 
Versuchsbeginn. Da in keinem der beiden Fille weder Glucosurie 
noch Hyperglykamie vorkommt, kénnte man fragen, ob das Vitamin B, 
nicht auBerdem die intestinale Absorption der Zucker begiinstigt, 
da man der Leberzelle in der Zeiteinheit eine gréBere Menge von Glucose 
verabreicht. In neuen Versuchsserien wollen wir dieses wichtige Problem 
beleuchten, das mit der Wirkung von B, verbunden ist. 

Die Herabsetzung der Milchsaéureretention des Blutes bei Avitami- 
nose B durch Zugabe von Vitamin B,, ebenso wie bei der Milchsaure- 
steigerung bei groBer Anstrengung, wie von dem einen von uns gezeigt 
wurde, kénnte man auch als ein Phanomen deuten, das die Vermehrung 
der Glykogenbildung auf Kosten der Resynthese der Milchsaure, dh. mit 
kérpereigenem Stoff, anzeigt. Einerseits lenkt die Insuffizienz in der 
Konzentration eines komplexen Produktes, und andererseits die An- 
haufung eines Kohlenhydratderivates in den Ké6rperfliissigkeiten und 
in den Organen unsere Aufmerksamkeit auf mégliche Stérungen im 
Mechanismus der Glykogensynthese in Beziehung mit der Milchsaéure 
oder mit dem Produkt, das ihre Entstehung veranlaBt, dem Methy]- 


Re — = 2 A 


——_ A 


oe 2 ww e&« 2h os we lUMmetlCOwlC lO M![UCl le OS Ol ee lk ee CO of heel 


* 








an 
den 
\in- 
nge 
ten 
let, 


er- 
der 
els, 
len 
che 
1en 
ind 
sch 
der 


By 
auf 
ion 
auf 
ter 
ose 
on 
ch 
rie 


gt, 
ose 
em 


ni- 


ng 
nit 
ler 


nd 
im 
ire 
yl. 





EinfluB des Vitamins B, auf den Kohlenhydratstoffwechsel. 105 


glyoxal. Vogt-Moeller (49) hat kiirzlich die Hypothese einer Anhaufung 
von Methylglyoxal im Organismus vorgebracht, um die Stérungen bei 
Avitaminose B zu erklaren. Diese Hypothese ist durch Mengenbestim- 
mung dieser Substanz gestiitzt, die gegenwartig durch die Methoden 
méglich geworden ist, die Newberg und seine Mitarbeiter [unter ihnen 
der eine von uns (50)] zum Studium der Zuckerspaltung durch Hefe, 
Pflanzen und tierische Gewebe geschaffen haben. Der Autor nimmt 
auch die Haufung von Aldehyd als Ursache der Avitaminose B 
an, ohne Versuchsergebnisse als Stiitze heranzuziehen. Man weil, 
daB auf biochemischen Wege die am-Glucose (alloiomorph oder 
vielfaltiger Reaktionen fahig) sich in Methylglyoxal verwandelt, 
welches seinerseits durch Oxydoreduktion (innere Dismutations- 
reaktion) sich zum Teil als Milchséure stabilisiert. Die An- 
haufung der Milchséure im Blute, von dem einen von uns nach- 
gewiesen und von verschiedenen Autoren bestatigt, kénnte sehr 
wohl begleitet sein von einer gleichzeitigen Zuriickhaltung von 
Methylglyoxal. 

Abderhalden (48) hat vor kurzem eine deutliche Verminderung der 
Dehydrasen in den Organen der Avitaminose-Taube (Abwesenheit von 
B, und B,) festgestellt. Wenn wir diese beiden Tatsachen vereinigen, 
kénnten wir den Mechanismus des Vitamins B, durch die Annahme 
erklaren, daB es in den Geweben einen Anreiz der Aktivitét der De- 
hydrasen hervorruft und besonders der Milchsiuredehydrasen [ Thunberg 
(51)], die dann ihren EinfluB auf die Milchséure ausiiben, um in den 
Etappen der normalen Glucoseverwertung den Kohlenhydratstoffwechsel 
zu regeln. Die Milchsiuredehydrase kommt in allen Organen vor und 
besonders in der Leber, den Samen, pflanzlichen Mikroorganismen usw. 
und verwandelt die Milchsiure in Brenztraubensaéure, wobei sie als 
Briicke zwischen dem anaeroben und dem oxydativen Stoffwechsel der 
Zucker dient. Als Stiitze dieser Erwaigungen kénnen wir die auBerordent- 
liche Vermehrung der oxydoreduktiven Kraft (Glutathion) anfiihren, die 
das Blut und die Gewebe der in Avitaminose befindlichen Tiere erfahren, 
wenn sie mit an Vitamin B, reichen Lésungen behandelt werden. Am 
System der Oxydoreduktion nehmen teil das Substrat, die Dehydrasen 
als spezifische Fermente und die Wasserstoffakzeptoren (Thunberg), 
unter denen einer der verbreitetsten in simtlichen Zellen das Glutathion 
ist. Diese Herabsetzung in der Menge der Dehydrasen und des Gluta- 
thions steht nicht nur mit dem Kohlenhydratstoffwechsel in innigs*em 
Zusammenhang, sondern auch mit den Fett- und Aminoséuren. Da 
nun die Dehydrasen und das Glutathion die spezifischen Werkzeuge 
der Oxydoreduktionsprozesse sind, ist es leicht, sich den gréBeren 
Teil der Stérungen im intermediaren Austausch zu erklairen, die bei 
Avitaminose B auftreten. Doch diirfen wir beim augenblicklichen 
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Stand der Kenntnisse nur diese gut erforschten Tatsachen aufzeigen, 
damit sie als Stiitzpunkte fiir neue Versuche dienen, die uns die bio- 
chemische Rolle des Vitamins in allen Details erkliren miissen. 

Zum SchluB méchten wir noch eine Erscheinung erwahnen, iiber 
deren Existenz nicht alle Forscher einig sind: Wir beziehen uns auf die 
Hypertrophie der Nebennieren und auf die Vermehrung der Adrenalin- 
menge im medularen Teil der genannten Organe und im Blute der von 
Avitaminose B (Abwesenheit von B, und B,) befallenen Tiere {Mac Carri- 
son (52), Rondoni (53), Findlay (54) usw.]. Mac Carrison findet fiir 
1 g Nebenniere 0,023 g Adrenalin bei der normalen Taube und 0,1206 g 
bei der Taube in Reisdiat. Bei der Ratte, beim Affen, beim Hund usw. 
hat sich weder die Hypertrophie noch die Hyperadrenalinimie be- 
stitigt, aber das Auftreten verschieden gearteter biologischer Re- 
aktionen bei diesen Tierarten vermindert nicht den auBerordentlichen 
Wert der Entdeckung von Mac Carrison und Rondoni bei der Taube. 
Die spontane Hyperadrenalinamie kénnte sehr gut den Hauptfaktor 
bei der pathologischen Entstehung der durch Vitaminmangel ver- 
ursachten Zuckerkrankheit vorstellen. Die Hyperglykimie und die 
Glykogenverminderung lassen sich einfach durch die Hypertrophie 
der Nebennieren erklaren, und eben das kénnen wir von dem durch 
Adrenalin bewirkten MilchséureiiberschuB im Blute sagen [Collazo 
und Supniewsky (55), Collazo und Morelli (56), Cori und Cori (57)]. 
Diese Frage verdient zweifellos ein eingehenderes Studium, um die 
Entstehung der Zuckerkrankheit durch Fehlen des Faktors B, besser 
kennenzulernen. 


7. SchluBfolgerungen. 


1. Durch dreistiindige Erhitzung auf 100 bis 120° von natiirlichen, 
an Vitaminen der Gruppe B reichen Lésungen: Autolysat der Hefe, 
Orangensaft und einem sauren Pflanzenextrakt werden das Vitamin B,, 
die Carbohydrasen und die Fermente zerstért, wahrend alle Eigen- 
schaften des Vitamins B, erhalten bleiben. Die Methode, die Lésungen 
der wasserléslichen Vitamine in offenem GefaB zu erhitzen, hat sich 
als ausgezeichnetes Mittel bewahrt, um die biologischen Wirkungen 
des thermostabilen Vitamins B, in saurem Medium zu isolieren. 

2. Das Vitamin B, ist Trager des glykogenbildenden, oxydo- 
reduktiven und Milchsiure vermindernden Vorganges innerhalb des 
Vitamin B-Komplexes, wie es vorher von uns und zahlreichen Autoren 
beschrieben wurde. Der biochemische Funktionsmechanismus des 
Vitamins B, besteht darin, daB er eine Vermehrung und Aufspeicherung 
von Leber- und Muskelglykogen hervorruft, auf Kosten des von auBen 
zugefiihrten Nahrungszuckers und der aus Kérpersubstanz hervor- 
gegangenen Milchsaure, sowie eine Blutzucker und Milchsaiure senkende 
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Wirkung ausiibt. Dieses wurde bei der Avitaminose-Taube, bei der 
spontanen Glykogenverminderung, Hyperglykimie, Hyperharnsaure- 
amie, Hyperlactacidimie und Hypoglutathionémie festgestellt. Das 
Vitamin B, vermehrt die Kraft der Oxydoreduktion der Gewebe — 
Glutathion —, die in der Avitaminose B (Abwesenheit von B, und B,) 
herabgesetzt ist. 

3. Diese physiologischen Eigenschaften des Vitamins B, haben wir 
bei verschiedenen Substanzen nachgewiesen: Orangensaft (,, Washington 
Navel aus Valencia), Autolysat von Bierhefe und saurem Extrakt 
verschiedener Pflanzen, die in offenem Gefa8 wahrend 1 bis 2'/, Stunden 
auf 100 bis 120° erhitzt wurden, wobei sie unter diesen Bedingungen 
vollstindig der antineuritischen Kraft (Vitamin B,), die sie vor dem 
Erhitzen besaBen, verlustig gingen. 


4. Es erhebt sich die Frage, ob in solchen Praparaten irgendeine 
andere bekannte Substanz vorliegt, die eine synthetische Wirkung 
im Kohlenhydratstoffwechsel ausiiben kann und vom Vitamin B, 
verschieden ist. Wir haben den thermostabilen Faktor Z von v. Euler 
erwahnt, der blob auf die Fermentation der lebenden Hefe Einflu8 
hat, ohne eine Vermehrung der Zellen hervorzurufen, wie der Faktor 
, Bios’ von Williams, und das ausschlieBlich auf Trocken- oder mit 
Aceton gefallte Hefe einwirkende Co-Ferment. Jedoch gestattet uns 
augenblicklich nichts, eine Identitat des Vitamins B, mit diesen 
Agentien zu vermuten. 
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Uber Glutathion als Komplement der Amylasen'. 


Von 


H. Pringsheim, Helena Borchardt und H. Hupfer. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Mai 1932.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Im vorigen Jahre haben wir mitgeteilt!, daB Glutathion die fermen- 
tative Starkeverzuckerung durch Pankreasamylase aktiviert; kirzlich 
gaben wir dann an*, da® als Aktivator das orydierte Glutathion Ver- 
wendung finden kann. 

Bei der Untersuchung des fermentativen Starkeabbaues wird die 
Bestimmung des gebildeten Zuckers an der Reduktionskraft als Grund- 
lage fiir den Gang und den Grad der Amylolyse gemessen und zwar 
stets unter der Voraussetzung, daB Maltose als einziges Endprodukt 
des Abbaues entsteht. Beziiglich der von uns vornehmlich verwandten 
Pankreasamylase finden wir hieriiber in der Literatur keine zuverlassige 
Angabe. Zwar geben Brown und Heron® an, daB sie nach der Starke- 
hydrolyse durch Pankreasdriise kristallisierte Maltose gewonnen haben, 
eine quantitative Uberfiihrung in dieses Disaccharid ist jedoch nicht 
verbiirgt, zumal die Gegenwart von Maltase zugegeben wird. Versuche 
mit der nach Willstdtter aus der gehairteten Driise abgeschiedenen von 
Lipase und Tryptase befreiten Pankreasamylase zeigten, daB bei Ein- 
bringung einer geniigenden Menge von Amylaseeinheiten die quanti- 
tative Umwandlung von Starke in Maltose sehr wohl méglich ist 
(vgl. Versuchsteil I). Die Voraussetzung fiir die Beweisfiihrung ist aber, 
daB der Vergleich zwischen Reduktionskraft und Drehwert des Ver- 
zuckerungsendproduktes hier als geniigend angesehen werden kann, 


1 [X. Mitteilung, VIII. Mitteilung diese Zeitschr. 238, 476, 1931. 
* Naturw. 20, 64, 1932. 
§ Liebigs Ann. 204, 228, 1880. 
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da eine quantitative Isolierung der gebildeten Maltose praktisch nicht 
durchfiihrbar ist. Es muB also immer noch die mégliche Einschrankung 
der gleichzeitigen Entstehung eines zweiten Disaccharides gemacht 
werden, da die von Ling! beschriebene Isomaltose, besser Dextrinose 
genannt, sich in ihren Konstanten von der Maltose nur wenig unter- 
scLeidet. Doch méchten wir die Entstehung dieses Oligosaccharides 
als recht hypothetisch hinstellen. Wir fanden, da8 nicht nur die voll- 
standige Umwandlung léslicher Starke (Kahlbaum), sondern auch die 
der beiden Starkebestandteile Amylose und Amylopektin, gewonnen 
nach Ling und Nanji*?, wie auch die des Glykogens in Maltose méglich 
ist (Versuch IT). Auch Zulkowsky-Starke lieB sich quantitativ ver- 
zuckern und ihre Amylolyse durch Komplement aktivieren. 


Bei der Ausdehnung unserer Versuche iiber die Aktivierung durch 
Glutathion fanden wir, daB dieses Tripeptid die gleiche Wirkung wie 
das Hefekomplement zeigt (Versuch IV). GréBenordnungsmaBig wirkte 
in Lésung oxydiertes Cystein ebenso wie Glutathion (Versuch V). 
Auch in diesem Falle ist bisher wie beim Glutathion die Frage nicht 
definitiv entschieden worden, ob die SH-Form unwirksam ist, da die 
Oxydation in der Lésung schneller fortschreitet als die aktivierende 
Wirkung. Wenigstens beim Glutathion lieB sich zeigen, daB selbst 
unter einer dicken Xylolschicht die Farbreaktion auf die SH-Form 
mit Nitroprussidnatrium schon in 5 Stunden verschwunden’ war 
(Versuch VII), wahrend sich der aktivierende Einflu® erst zu einem 
spiteren Zeitpunkt erfassen lieB. Eine spezifische Beziehung zu der 
schwefelhaltigen Aminosiure muB aber jedenfalls bestehen, da wir die 
Dithioglykolsiure*) (Versuch VIII) unwirksam fanden. 


Auch die kochsalzfreie Pankreasamylase wurde in gleichem MaBstab 
durch oxydiertes Glutathion aktiviert, auch dann, wenn man bei Ab- 
wesenheit von Chlorionen der Verschiebung ihres Optimums der Wasser- 
stoffionenkonzentration von py 6,8 nach py 6,0 nach Myrbdck* Rech- 
nung tragt (Versuch IX). 


Bei Einbringung relativ weniger Amylaseeinheiten halt die Ver- 
zuckerung der Starke vor der quantitativen Maltosebildung an und 
bleibt auch dann bei einem bestimmten Punkte stehen, wenn man die 
Zeit der Einwirkung noch tagelang weiter ausdehnt. Bei Zugabe neuer 


' R. P. Walton, Comprehensive Survey of Starch Chemistry New York 
1928, 8S. 31. 

2 J. Chem. Soc. London 123%, 2666, 1923; Pringsheim u. Woljsohn, 
Ber. 57, 887, 1924. 

’ E. Biilmann, Liebigs Ann. 339, 357, 1905; P. Friedlander u. A.Chwalla, 
Mh. Chem. 28, 250, 1907. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 159, 1, 1926. 
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Fermentmengen geht die Spaltung jedoch weiter. Setzt man nach 
Eintritt des Stillstandes Hefekomplement oder auch Glutathion zu, 
so tritt noch nachtraglich die Aktivierung ein, so daB die Verzuckerung 
auch dann noch quantitativ werden kann. Auch in diesem Falle lieB 
sich durch Dithioglykolsiure keine Aktivierung erreichen. Wir halten 
diese Versuchsmethodik zum Nachweis der Komplementwirkung fiir 
besonders zuverlassig, da hier nach einem absoluten Stillstand eine Neu- 
belebung der Fermentwirkung méglich ist (Versuch X und X1). 


In der groBen Zah] der von uns ausgefiihrten Versuche war eine 
weitgehende Ubereinstimmung in der Wirkung des Hefekomplements 
einerseits und des Glutathions andererseits auch in quantitativer 
Beziehung zu beobachten. Unter diesen Umstanden erscheint es am 
natirlichsten, die Wirkung des Hefekomplements auf die Gegenwart 
des Hefeglutathions oder seines durch die ausgedehnte Autolyse ent- 
standenen Spaltproduktes zuriickzufiihren. Wir fanden, daB in unseren 
Ansitzen eine m/20000 Konzentration an oxydierteni Glutathion 
eine maximale Wirkung hatte und bei Verminderung der Konzentration 
ein gradueller Abfall eintritt (Versuch X11). 


Die absolute Wirkung des Komplements erwies sich jedoch bei der 
Verwendung verschiedener, aber anscheinend gleich dargestellter 
Amylasepraparate aus der Driise als recht wechselvoll. Die Aktivierung 
st weniger abhangig von der Menge der eingebrachten Amylaseeinheiten 
als von einem schwer zu fixierenden Zustand des Fermentes, wodurch 
man der Gefahr von MiBerfolgen ausgesetzt ist. Im allgemeinen schwankte 
die aktivierende Wirkung bei unserem Ansatz zwischen einer 4 bis 
16°,igen durch den Aktivator veranlaBten zusatzlichen Maltosebildung. 
Bisher ist es noch nicht gelungen, die gesamte Komplementwirkung 
auch bei Anwendung groBer Amylasemengen auf wenige Stunden zu- 
sammenzudrangen. Meist wird der Effekt nach einigen Stunden deutlich, 
wahrend bis zu seiner vollen Auswirkung 2 bis 3 Tage vergehen kénnen. 


Besondere Miihe haben wir auf die Suche nach den Ursachen 
verwandt, welche fiir die schwache Aktivierbarkeit des Ferments ver- 
antwortlich sein kénnen. In den Prozeduren zur Abtrennung der 
Lipase fanden wir keinen Anhaltspunkt, wahrend die Entfernung der 
Tryptase durch Kaolin ein kritisches Momert in sich schlieBt. Mit 
elektroosmotisch gereinigtem Kaolin erhielten wir eine auBerordentlich 
geschwachte nicht gut aktivierbare Amylase. Mit durch Salzsaure 
gereinigtem Kaolin war die Aktivierbarkeit sehr stark abgeschwacht, 
wenn das Ferment langer als 10 Minuten mit dem Adsorbens zusammen- 
gelassen wurde. 


Die zuverlassigsten Aktivierungsversuche von durchschnittlich 
10 bis 16°, Maltosezuwachs lieBen sich mit der eiweiBfreien Amylase 
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erzielen, wie sie nach den neuesten Angaben von Waldschmitz- Leitz 
und Reichel! darstellbar ist (Versuch XIII). 

Weiterhin dehnten wir unsere Versuche auf Gerstenamylase aus 
(Versuch XIV); in unserem Falle war der Auszug vermahlener Gerste 
maltasefrei. Die Gerstenamylase gehért nach den neuesten Unter- 
suchungen von Nordh und Ohlsson? zu den f-Amylasen. Eine Akti- 
vierung der Gerstenamylase durch Hefekomplement oder Glutathion 
konnten wir nicht beobachten. Daraus geht auch hervor, daB die in- 
aktive «Amylase, welche der $-Amylase in der ungekeimten Gerste 
nach Waldschmidt- Leitz, Reichel und Purr*® beigemengt ist, nicht durch 
unser Komplement aktiviert wird. Es muB8 also von der von Wald- 
schmidt-Leitz und Purr* beschriebenen Amylokinase verschieden sein. 
Auf eine erginzende Wirkung der verschiedenen Aktivatoren wollen 
wir nach einer Vereinbarung gemeinsam mit Herrn Waldschmidt-Leitz 
zurickkommen. 

Mit der in unserem Gerstenauszug vorhandenen Saccharogen- 
amylase lieB sich nur eine Verzuckerung der Starke bis zu 75°, erreichen. 
Der Zusatz neuer Fermentlésung war in diesem Falle ohne weitere 
Wirkung auf die Amylolyse. Die Frage, ob dies auf den so haufig be- 
sprochenen Grenzabbau zuriickzufiihren ist, und ob tatsichlich die 
nicht mit «-Amylase vermengte f-Amylase die Starke bis zu einem 
gewissen Grenzwert spaltet und dann ein Grenzdextrin zuriicklaBt, 
welches erst durch die aktivierte Gerstenamylase quantitativ verzuckert 
wird, 14Bt sich noch nicht mit Sicherheit bejahen. Sie wird sich erst 
nach der von Waldschmidt-Leitz in Aussicht gestellten Anreicherung 
der reinen $-Amylase definitiv entscheiden lassen. Méglicherweise 
war die Fermentkonzentration in unseren Gerstenausziigen zu schwach, 
beim Vergleich der Amylaseeinheiten erschien sie jedenfalls sehr viel 
schwacher als die der von uns verwandten «-Amylase. 

Im AnschluB8 an diese Untersuchungen haben wir die Speichel- 
amylase mit der Pankreasamylase nach der Methode von Ohlsson® ver- 
glichen und zur Charaktersierung nochmals die Gerstenamylase 
herangezogen (Versuch XV). Hierbei fanden wir das Verhaltnis der 
Milligramm Maltose zur Zah] X (X ist die Zahl der Kubikzentimeter 
0,1°%iger Starkelésung, die 1cem Enzym unter den gegebenen Be- 
dingungen soweit veraindert, daB keine Jodfirbung mehr auftritt) wie: 
Speichelamylase : Pankreasamylase : Gerstenamylase = 0,17 : 0,15: 31,1, 
woraus hervorgeht, daB den Erwartungen entsprechend die Speichel- 


1 Zeitschr. i. physiol. Chem. 204, 197, 1932. 

2 Ebendaselbst 204, 89, 1932. 

3 Naturw. 20, 254, 1932. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 117, 1931. 

5 Ohlsson, C. r. du Lab. Carlsberg 16, Nr. 7, 1926. 
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amylase ebensoweit wie die Pankreasamylase x-Amylase ist. Die rohe, 
wie auch die nach Myrbdck! durch Adsorption und Elution gereinigte 
Speichelamylase befand sich nicht in einem durch Komplement deutlich 
aktivierbaren Zustand. 


Versuchsteil. 


I. Versuch zur Identifizierung der beim quantitativen Stdrkeabbau durch 
Pankreasamylase gebildeten Maltose. 
Ansatz: 20cem 1°,ige Starkelésung 
5 ,, Phosphatpuffer, po = 6,9 
3 ., Pankreasamylaseelution = 1 Amylaseeinheit 
1 , 0,2n NaCl 


Nach 24 Stunden war die Spaltung, gemessen an der Reduktionskraft, 
quantitativ (5cem gaben 39,8 mg Cu = 99°, Spaltung). 

Die von uns verwandte lésliche Starke Kahlbaum enthielt nach der 
Trockenbestimmung 17,0°,, Wasser, Amylose 10,5°,, Amylopektin 11,0° , 
und Glykogen aus Miesmuscheln von Merck 14,5°,, die in die Berechnung 
einbezogen wurden. 

Als Drehung der Versuchslésung wurde abgelesen: 


a = + 0,49°. 
Hieraus ergibt sich 
[a]P = + 137° (fiir Maltose + 136°). 
II. Versuche zur quantitativen Spaltung von Amylose, Amylopektin und 
Glykogen. 
Ansatz A: 20cem 1°, ige Amyloselésung 
4 ,, Phosphatpuffer, px = 6,9 
4 ,, Pankreasamylaseelution = | Amylaseeinheit 
1 ,, 0,2n NaCl-Lésung 
Ansatz B: 20cem 1°,ige Amylopektinlésung 
5 ., Phosphatpuffer, py = 6,9 
3 ,, Pankreasamylaseelution = 1 Amylaseeinheit 
1 ,, 0,2n NaCl-Lésung ; 
Ansatz C: 20cem 1°,ige Glykogenlésung 
5 ,, Phosphatpuffer, po = 6,9 
3 ,, Pankreasamylaseelution = 1 Amylaseeinheit 
1 , 0,2n NaCl-Lésung 
Die Temperatur war 37°; wir verwandten zur Bestimmung je 5 ccm. 








Zeit 


in Stunden mg Cu mg Maltose > Spaltung 
A. 
24 38,1 34,5 95 
48 38,1 34,5 95 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 159, 1, 1926; H. Pringsheim, J. Bondi 
u. E. Thilo, diese Zeitschr. 197, 146, 1928. 
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Zeit 


bs Siena mg Cu mg Maltose ®» Spaltung 
B. 
24 34,3 31,0 87 
48 38,1 34,5 95 
Cc. 
48 38,5 34,8 96 
96 39,3 35,6 98 


III. Darstellung des Hefekomplements’. 


Zur Darstellung des Hefekomplements wurden z.B. 5g Hefe mit 
5eem Toluol im Mérser 10 Minuten lang, dann nach Zugabe von 2 ccm 
Wasser weitere 10 Minuten verrieben und hierauf in einem MeSkolben auf 
50 cem aufgefiillt. Wir nahmen Backereihefe oder auch die Rasse M des 
Instituts fir Garungsgewerbe. 


In einer Versuchsreihe stellten wir fest, daB die maltatische Wirkung 
des Hefekomplements — ausgefiihrt mit der fiimffachen Menge des zu 
unseren Versuchen verwandten Hefeautolysates — nach 24 Stunden schon 
gering war. Nach 4 Tagen war unter allen Umstanden in den von uns zahl- 
reich ausgefiihrten Versuchen keinerlei maltatische Wirkung mehr zu 
bemerken. 

In dem verdiinnten Autolysat setzte sich die Hefe spaétestens nach etwa 
2 Tagen soweit ab, daB die iiberstehende Fliissigkeit fast klar ist. Man 
kann die mit der Pipette abgezogene gelblich opaleszierende Fliissigkeit 
auch durch ein gewohnliches Filter filtrieren. Unter Toluol bleibt sie dann 
noch etwa 14 Tage aktiv. 

Wir verwandten lésliche Starke von Kahlbaum, arbeiteten stets bei 37° 
und entnahmen — wo nicht anders angegeben — zur Titration je 10 ccm, 
die wir in 2cem 20° ,ige Sodalésung einflieBen lieBen. Dann wurden die 
Hefekomplement enthaltenden Proben nach Folin und Wu enteiweiBt, 
was entsprechend unseren friiheren Versuchen eine nachfolgende einwandfreie 
Zuckerbestimmung nach Bertrand bei Anwendung von n/10 Permanganat- 
lésung erméglichte. Die Gegenwart der in den entsprechenden Ansatzen 
enthaltenen geringen Mengen Glutathion hatte auf die Bestimmung keinen 
EinfluB. 


IV. Priifung der Komplementwirkung von Hefekomplement und Glutathion 
In den Benennungen der Ansatze steht: 
P fiir Pankreasamylase, 
K fiir Hefekomplement, 
G fiir Glutathion. 


1 H. Pringsheim, H. Borchardt u. H. Hupjer, Zeitschr. d. Ver. d. Deutsch. 
Zuckerind. 81, 636, 1931; hier und in unserer VIII. Mitteilung verschieben 
sich die Kurven bei genauerer Beriicksichtigung des Wassergehaltes, so daB 
in Gegenwart der Aktivatoren quantitative Starkespaltung erreicht wurde. 
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P PK 
59% cem 1%ige Starkelésung 50 cem 1°, ige Starkelésung 
20, Phosphatpuffer pq 6,9 20, Phosphatpuffer px 6,9 
10 , Amylaseelution = 0,5 Amylase- | 10 . Amylaseelution = 0,5 Amylase- 
einheiten einheiten 


0,2 n NaCl-Lésung 
» Wasser 
» Hefekomplement 


2 , 0,2 n NaCl-Lésung 
4 . Wasser 


lo bo bo 


PG (P + 3,2 mg Glutathion). 





Eine entsprechende Versuchs- 
serie wurde mit einem schwacheren 
Ferment (0,1 Amylaseeinheit) durch- 


Sy9 

gefiihrt. Die Bennenung der An- a 
sitze ist: 8 

> 80 

P (0,1), PK (0,1), PG (0,1). < 





Die Ergebnisse sind in neben- 
stehender Abb. 1 enthalten. Es zeigt 
sich weitgehende, auch quantitative 60 
Ubereinstimmung der Komplement- . 
wirkung der beiden Aktivatoren. 








V. Vergleich der Komplementwirkung von dquimolaren Mengen von in Liésung 
oxydiertem Glutathion und Cystein'. 


Bei der Benennung der Ansatze steht C fiir Cystein. 


50cem 1° ige Starkelésung 
20 ,, Puffer, po = 6,9 


5 Amylaseelution = 0,1 Amylaseeinheiten 
2 0,2n NaCl-Lésung 
9 Wasser 


PC =(P+ 5,4mg Cystein) 
PG = (P+ 12,8 ,, Glhutathion). 


Die Resultate zeigt Abb. 2. GréBenordnungsmaBig ist die Komplement- 
wirkung beider Verbindungen gleich. 
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? Ausgefiihrt wie bei Glutathion, J. M. Johnson u. C. Voegtlin, J. of 
biol. Chem. 75, 706, 1927. 
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VI. Vergleich der Komplementwirkung von SH- und SS-Glutathion. 
In der Benennung der Ansatze steht: 
SH fir Glutathion, 
SS fiir SS-Glutathion. 
r 
50 ccm 1°, ige Starkelésung 
20 ,, Phosphatpuffer, po = 6,9, 
10 ,, Pankreasamylaseelution 


2 0,2n NaCl-Lésung 

2 ., Wasser 
PSH =(P + 3,1 mg SH-Glutathion) 
PSS =(P+3,1 ,, SS- ay 


Nachstehende Versuche mit 0,4 bzw. 0,5 Amylaseeinheiten beweisen, 
da8 das durchschnittliche Ergebnis mit SH- und SS-Glutathion das 
gleiche ist. 








Zeit 


‘ e 0 P 3s¢ 
in Standen mg Cu mg Maltose o Spaltung Ausschlag 


a) Versuch mit 0,4 Amylaseeinheiten. 


P. 
1 40,4 36,6 58 
8 414 37,5 60 
7 44,9 40,8 65 
24 46,1 41,8 66,5 
48 46,1 41,8 66,5 ' 
72 46,5 42.2 67 | 
PSS. 
43,2 39,2 62 4 ' 
46,1 41,8 66,5 6,5 
46,5 42,9 67 2 
24 50,9 46,3 74 17,5 
48 56,0 51,0 81 14.5 ‘ 
72 55,3 50,3 80 3 
PSH. 
1 42.0 38,7 61 3 
3 445 40,4 64 4 
7 45,9 41,7 67 2 
24 47,7 43,3 69 2.5 ; 
48 55,3 50,3 80 13,5 
72 55,3 59,3 80 13 
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Zeit q Pape 
in S J Sp Ausse 
in Stunden mg Cu nig Maltose o Spaltung Ausschlag 


b) Versuch mit 0,5 Amylaseeinheiten. 


P. 

1 44.9 40,8 65 

4 46,1 41,8 66,5 
20 49.6 45,1 72 
44 51,6 47,0 75 
68 51.6 47.0 75 
96 51,6 47.0 75 

PSS. 

1 46,5 42.2 67 2 

4 47,7 43.3 69 2.5 
20 53,5 48.0 78 6 
44 56,0 51,0 81 6 
68 59,0 53,7 86 11 
96 62.4 57,0 91 16 

PSH. 

1 46,5 42,2 67 2 

4 48.4 44.0 70 3.5 
20 55,3 50,3 80 S 
44 56,0 51,0 81 6 
68 58,6 53,4 85 | 10 
96 62.4 57,0 91 16 


VII. Nachweis des SH-Glutathions mit Nitroprussidnatrium! und Verlauf 
der Oxydation im Ansatz. 


Der Nachweis wurde mit einem Salzgemisch von Nitroprussidnatrium 
und Ammonsulfat 1:10 ausgefiihrt. Je 2cem der zu untersuchenden 
Lésung wurden mit dem Gemisch gesattigt und dann mit | Tropfen 15° ,iger 
Ammoniaklésung versetzt. Positive Reaktion gab sich durch Rotfarbung 
zuerkennen. Es wurde festgestellt, daB unter diesen Bedingungen Glutathion 
in der Verdiinnung 1: 120000 keine positive Reaktion mehr gibt, wohl 
aber noch in der Verdiinnung 1 : 100000. Durch Verdiinnen der zu priifenden 
Lésung bis zum Verschwinden der Farbreaktion lieB sich also der ungefahre 
Gehalt an SH-Glutathion ermitteln. 

Den Verlauf der Oxydation des reduzierten Glutathions unter den 
iiblichen Bedingungen unserer Komplementansatze, aber unter AusschluB 
des Luftsauerstoffs, verfolgten wir in folgendem Ansatz: 


25cem 1°,ige Starkelésung 

10 ,, Phosphatpuffer, po = 6,9 
1 ,, 0,2n NaCl-Lésung 

7 ., Wasser 

16mg Glutathion 


Diese Lésung wurde bei 37° unter Xylol stehengelassen. Zu bestimmten 
Zeiten wurden Proben entnommen und die Flasche wieder bis zum Rand 
mit Xylol aufgefiillt. 


' 


1 F.G. Hopkins, Biochem. J. 15, 286, 1921. 
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ett a il Gehalt an S H-Glutathion 
Zeit in Std. 


in %J 9 
0 100 
2 etwa 60 
3} 2 a 
5 unter 20 


Nach 5 Stunden war demnach die S H-Gruppe nicht mehr nachzuweisen. 
Bei einem entsprechenden Ansatz mit Ferment waren die Zeiten dieselben. 


VIII. Aktivierungsversuche mit Dithioglykolsdure. 
In der Ansatzbenennung steht D fiir Dithioglykolsiure. Das Ferment 
enthielt hier 1,1 Amylaseeinheiten. 
Ansatz P ist derselbe wie in Versuch 5. 
PD =(P+0,78mg Dithioglykolsiure) 
PSS = (P + 3,1 mg oxydiertes Glutathion) 
Es ergibt sich aus dem Versuch, da®8 Dithioglykolsiure ohne jede 
Wirkung ist. Dieses Resultat ist durch den Vergleich mit dem Glutathion 
in 4quimolarer Konzentration enthaltenden Ansatz sichergestellt. 





Zeit in Std. mg Cu mg Maltose %/, Spaltung Ausschlag 
¥. 
11/y 49,3 44,7 72,7 
5 50,5 45,9 74,8 
5 52,1 47,4 77,2 
7 52,4 47,7 77,7 
29 56,2 51,2 83,4 
82 57,2 52,1 85,0 
; PSS. 
1 49,5 44,9 73,1 40,4 
3 52,5 47,8 77,8 3,0 
5 54,9 49,9 81,3 4,1 
7 56,5 51,4 83,8 6,1 
29 64,5 58,9 96,0 12,6 
82 67,3 61,4 100,0 15,0 
PD. 
11/, 48.6 44,1 71,9 — 0,8 
3 50,8 46,1 75,2 + 0,4 
5 52,4 47,7 77,7 + 0,5 
7 51,8 47,1 76,7 — 1,0 
29 55,6 50,6 82,4 — 1,0 
82 57,5 52,4 85,5 +.0,5 
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1X. Vergleich der Komplementwirkung von Glutathion mit und ohne Kochsalz- 
zusatz. 


Es wurden Ansatze wie in Versuch V verwandt. 





Zeit in Std. mg Cu mg Maltose %/) Spaltung Ausschlag 
P NaCl. 
31/, 52,1 47,4 77,2 
25 63,3 57,7 94,0 


r 


PSS . aCl. 


31/, 53,4 48.6 79,1 1,9 
25 67,1 61,2 99.7 5,7 
FP. 

31, 51,8 47,1 76,7 
25 54.0 49.1 80.0 
PSS. 
31/4 52,8 48,0 78,2 1,5 
25 59,1 53,9 87,8 7,8 


Der Versuch zeigt, daB zwischen der Wirkung des Glutathions auf die 
Starkespaltung mit und ohne Kochsalzzusatz zum mindesten kein prinzi- 
pieller Unterschied besteht. 


X. Nachtrdglicher Zusatz von Pankreasamylase auf die zum Stillstand ge- 
kommene Amylolyse. 
Ansatz: 25ccm 1°,ige Starkelésung 
5 ., Pankreasamylaseelution = 0,1 Amylaseeinheiten 
10 .,  Phosphatpuffer, px 6,9 
1 ,, 0.2n NaCl-Lésung 
1 ., Wasser 





Zeit in Std. mg Cu mg Maltose %> Spaltung 
120 22.4 71,0 
144 24.8 22.4 71,0 


Jetzt erfolgte Zugabe von 1 ccm Pankreasamylaseelution 0,1 Amy- 
£ . . 

aseeinheiten. 

laseeinheiten 





Zeit in Std. mg Cu mg Maltose 9/9 Spaltung 


168 28,6 | 25,7 82,0 


Die Spaltungsreaktion kommt also nicht bei einem bestimmten Punkt 
zum absoluten Stillstand. 
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XI. Wirkung des nach Stillstand der Amylolyse zugesetzten Komplements. 


A. Hefekomplement. 

Die Spaltung kam im Ansatz (vgl. V. P) nach 136 Stunden zum Still- 
stand; es erfolgte Zusatz von 1 cem Hefekomplement. Die Wirkung zeigt 
Abb. 3. 

B. Glutathion und Dithioglykolsaure. 

Die Ansatze hatten dieselbe Zusammensetzung wie die des Versuchs 8. 
Nach 6 Tagen erfolgte die Zugabe der auf ihre Wirkung zu priifenden Ver- 
bindungen. Die Ergebnisse sind in Abb. 4 enthalten und entsprechen denen 
des Versuchs VIII. 
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Abb. 3. Abb. 4. 


X11. Wirkung des Glutathions in verringerten Konzentrationen. 
Ansatz P entspricht dem des Versuchs 5. 

PSS 1! =(P + m/20000 SS-Glhutathion), 

PSS II =(P + m/50000 SS-Glutathion), 





PSS Ill = (P + m/100000 SS-Glutathion). 
Zeit in Std. mg Cu mg Maltose °/') Spaltung Ausschlag 
P. 
25 40,7 36,8 71,7 
48 41,6 37,7 73,5 
72 43,5 39,5 77,0 
96 43.5 39,5 77,0 
PSS I. 
25 43,2 39,2 76,4 4,7 
48 43,9 39,8 77,6 4,1 
72 44,8 40,6 79,2 2,2 
96 45,5 41,2 80,3 3,3 
PSS Il. 
25 42.0 38,0 74,1 2.4 
48 42.9 38,9 75,8 2,3 
72 43,9 39,8 77,6 0,6 
96 44,2 i 40,1 8,2 1,2 
PSS Ill. 
25 41,3 37,4 72,9 1,2 
48 42.0 38,0 74,1 0,6 
72 43,5 39,5 77,0 0,0 
96 43,9 39,8 77,6 0,6 








nts. 


‘ill- 
gt 


3 8. 
er- 
en 


Glutathion als Komplement der Amylasen. 121 


XIII. Komplementversuche mit eiweiBjreier Pankreasamylase'. 


Es wurde mit Ansétzen wie in Versuch IV gearbeitet. Die in Abb. 5 
wiedergegebenen Werte entstammen einer Serie mit 0,25 Amylaseeinheiten, 











Abb. 5. 


Die Aktivierung geht in diesem Falle bis zu 16°, Maltosezuwachs. Da 
dieVersuche mit der eiweiBfreien Amylase am zuverlassigsten waren, erganzen 
wir die in der Abbildung reproduzierten Werte durch weitere Zahlenangaben. 





= = — - ~~ — 


Ausschlag 


Zeit in Std. ‘= Cu 7 ng Maltose 9 Gpeiteng 
Versuch mit 0,1 Amylaseeinheiten. 
-. 
20 Std. 25,1 22,7 71,5 
48 , 24,8 22,4 71 
96 , 24,8 22.4 71 
PSS 
20 Std. 26,7 24,1 77,5 6 
48 , 27,4 24,8 79 8 
9% , 30,2 36,2 87 15 
PK. 
20 Std. 26,7 24,1 77,5 6 
48 , 27,4 24,8 79 8 
9 , 29,6 26,7 85 13 
Versuch mit 0,25 Amylaseeinheiten. 
P. 
24 Std. 25,8 23,3 74 
a % 25,8 23,3 74 
96 , 26,1 23,5 75 
120 27,4 24,8 79 
PSS. 
24 Std. 27,7 25,0 80 6 
72 , 28,3 25,6 82 8 
96. 30,5 27,5 88 13 
120 , 32,8 29,6 95 16 
PR. 
24 Std. 27,1 24,5 78 4 
7 © 28,6 25,9 83 y 
96 , 30,2 27,3 87,5 12,5 
120 , 32,1 28,9 93 14 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 197, 1932. 
‘ 
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Zeit in Std. mg Cu mg Maltose %/, Spaltung Ausschlag 
Versuch mit 1,5 Amylaseeinheiten. a 
P. 
10 Min 22.6 20,4 65 1 
oo. 24,2 21,9 70 
1 Std 24,8 22.4 71 
ee 25,4 22.9 73 
§ 25,7 23,2 74 
+ oat 25,7 23,2 74 
24 . 27,3 24.7 79 “i 
45 , 30,5 27,5 88 
We « 31,2 28,1 90 
PSS. 
10 Min. 22.6 20,4 65 0 
30 , 24.8 22.4 71 1 
1 Std. 24.8 22,4 71 0 
a 25,4 22,9 73 0 
, 26,1 23,6 75 1 
: he 26,1 23,6 75 l 
a4, 29,2 26,3 84 5 
48 , 33,0 29,8 95 7 
. 34,3 30,9 99 9 
PR. 
10 Min. 22.6 20,4 65 0 
30 , 24,8 22,4 71 1 
1 Std. 25,7 23,2 74 3 Zz 
ages 26,1 23,6 75 2 a 
o « 26,1 23,6 75 1 ic 
eke 27,3 24,7 79 5 7 
: 24 , 29,9 26,9 86 7 
te 48 , 33,0 29,8 95 7 \ 
os y; foe 34,3 30,9 99 y 
? ; NIV. Versuche mit Gerstenamylase. 
i? 50¢ gemahlene Gerste wurden mit 250cem Wasser 2 Stunden bei 
¥ ; Zimmertemperatur stehengelassen; dann wurde die Fliissigkeit abgetrennt. 
Fs ; 
Priifung auf Maltasegehalt. 
Ansatz: 10 ccm 1°,ige Maltoselésung 
5 ,, Citrat-Salzsiurepuffer, pa = 5,0 
is 5 ., Gerstenauszug 
e 
Zeit in Std. mg Cu 
0 22,2 
18 21,9 


Der Gerstenauszug war demnach maltasefrei. 


parte sedi 








Glutathion als Komplement der Amylasen. 


12: 


Wirkung vom Komplement auf Gerstenamylase. 


G steht fiir Gerstenamylase. 





G 


50 cem 1° ige Starkelosung 


10 , Puffer, py 5,0 

2 , Gerstenamylase - 
einheiten 

4. Wasser 


Gk 


50 cem 1 %ige Starkelosung 
10 , Puffer, py 5,0 


0,02 Amylase- 


2 , Gerstenamylase 


4 , Hefekomplement 


GSS = (G4 + 3.5mg Glutathion). 





Zeit in Std. mg Cu mg Maltose 9/9 Spaltung Ausschlag 
G. 
24 25,4 22,9 57 
48 25,4 22,9 57 
72 25,4 22,9 57 
GSS. 
24 25,4 22,9 57 0 
48 25,4 22,9 57 0 
72 26,0 23,9 59 2 
GK. 
24 25,4 22,9 57 0 
48 25,7 23,2 58 1 
72 25,4 22,9 57 0 


Die Bestimmungen wurden mit je 5ccm ausgefiihrt. Die Ergebnisse 
zeigen, daB Glutathion und Hefekomplement keine aktivierende Wirkung 
auf die Gerstenamylase haben. Auch bei nachtraglichem Zusatz von Glutath- 
ion und Hefekomplement in einem neuen Versuch ging die Spaltung nicht 
weiter. 


Wirkung nachtraglichen Zusatzes von Gerstenamylase auf die 
zum Stillstand gekommene Amylolyse. 
Ansatz: 50cem 1° ,ige Starkelésung 
10 ,, Gerstenauszug = 0,03 Amylaseeinheiten 
10 ,, Phosphatpuffer, po = 6,0 











Zeit in Std. mg Cu mg Maltose %/> Spaltung 
24 26,1 23,5 64 
48 26,7 24,1 66 
72 26,7 24,1 66 

Jetzt erfolgte Zusatz von 5ccem Gerstenauszug = 0,015 Amylase- 
einheiten. 

Zeit in Std. mg Cu mg Maltose %> Spaltung 
96 26,7 24,1 66 
129 26,7 24,1 66 


Der Zusatz von Ferment fiihrte also die Spaltung nicht weiter. 
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XV. Vergleich der Speichelamylase mit der Pankreas- und der Gerstenamylase 


nach Ohlsson. 


Wir bestimmten die Dextrinogenamylase wie Ohlsson nach der Wohl- 
gemuthschen kolorimetrischen Jodmethode. Als Ma® fiir die x-Amylase 


galt die bereits definierte Zahl X. 

Die Starke der Saccharogenamylase wurde durch Bestimmung der 
Reduktionskraft nach Bertrand ermittelt. Als MaB galten die nach folgendem 
Ansatz erhaltenen Milligramm Maltose. 

25cem 2°, ige Starkelésung 

10 ,,  Phosphatpuffer, px = 6,1 
5 ,, Fermentlésung 

2 ,. 0,2n NaCl-Lésung 


Die Ansaitze wurden 30 Minuten auf 38° gehalten, die Eigenreduktion 
wurde durch Blindbestimmung mit gekochtem Ferment ermittelt. 





Xx mg Maltose | mg Maltose : Y 
Speichelamylase. . 261 44,1 0,17 
Pankreasamylase . 340 52,1 0,15 
Gerstenamylase 0,75 23,3 Bit 


Die Resultate zeigen, daf sich die Speichelamylase unter den hier 
angewandten Bedingungen wie die Pankreasamylase verhalt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, die dem einen von 
uns (Borchardt) ein Forschungsstipendium gewahrt hat, sprechen wir fiir 
ihre Hilfe unseren ehrerbietigen Dank aus. 
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Uber die Wirkung 
einiger Phosphatasen bei Milchsiure- und Alkcholgirungen 
und iiber deren Beziehungen zur Co-Zymase. 


Von 


(. Arnaudi und M. Francioli'. 
(Aus dem Serotherapeutischen Institut zu Mailand.) 
(Eingegangen am 6. Mai 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Wirkung der in den Extrakten der Reiskleie, des Aspergillus 
oryzae und der Hefe enthaltenen Phosphatasen auf das Wachstum der 
Keime im allgemeinen und im besonderen auf Blastomyceten und Milch- 
siurebakterien hat bereits einer von uns deutlich hervorgehoben?. 
Bei den betreffenden Studien wurde hauptsachlich der Wirkungs- 
analogie Rechnung getragen, die zwischen der Gruppe der obigen 
Phosphatasen und dem sogenannten Vitamin B besteht, und zwar 
sowohl bei der Wirkung auf Mikroorganismen im allgemeinen, als 
besonders bei jener auf die alkoholische Garung. Belfanti und Contardi*® 
haben inzwischen das hydrolysierende Vermégen verschiedener Pilz- 
und Pflanzenphosphatasen auf einige Phosphatide deutlicher be- 
schrieben und, auf Grund der erzielten Spaltprodukte, drei Phospha- 
tasen unterschieden: 

1. Phosphatase der Reiskleie und Phosphatase der Hefe, deren 
Spaltprodukte aus Lecithin und Lysocithin Fettsiuren, Cholin und 
Glycerinphosphorsaure sind. 

2. Phosphatase des Aspergillus oryzae, welche Lecithin und 
Lysocithin in Fettsiuren, Cholin, Glycerin und Phosphorsaéure spaltet. 


1 Privatdozent Arnaudi gebiihrt der Plan sowie der redaktionelle Teil 
der Arbeit; die Untersuchungen wurden von beiden Verfassern zusammen 
ausgefiihrt. 

2 ©. Arnaudi, Boll. Sez. Ital. Soc. Int. Microbiologia 1931, Heft 5; Rend. 
Istituto Lomb. scienze e lettere 64, 1931. 

3 8S. Belfanti u. A. Contardi, XX. Riunione Soc. Ital. Prog. Scienze, 
Milano 1931. 
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3. Phosphatase des Aspergillus niger, welche Lecithin und Lyso- 
cithin in Fettséuren, Glycerin und Cholinphosphorsaureester spaltet. 

Gleichzeitig haben Belfanti und Contardi die wichtige Tatsache 
festgestellt, dab nur die Phosphatasen des ersten Typus es vermégen, 
Reistauben vor der Polyneuritis zu schiitzen, oder, falls die Krise 
bereits aufgetreten ist, die Tiere vom Tode zu retten. Nachdem 
schon unsere friiheren Versuche gezeigt haben, da®B samtliche drei 
Phosphatasen die alkoholische Garung beeinflussen und deren Verlauf 
beschleunigen, so war der Nachweis, da8 nur einige darunter anti- 
neuritisches Vermégen besitzen, von ganz besonderem Interesse. Sollten 
in der Tat diese ersten Resultate eine neue Bestatigung finden, so wiirden 
die von einigen Forschern ausgearbeiteten Methoden, um mit Hilfe der 
Garungsprobe das antineuritische Vitamin B zu identifizieren und zu 
eichen, jede Bedeutung verlieren, weil damit bewiesen ware, dal 
die Férderung der alkoholischen Garung keine spezifische Eigenschaft 
der Vitaminsubstanzen ist. 

Andererseits ist aber, mit Ausnahme der verschiedenartigen 
Terminologie, die groBe Ahnlichkeit zwischen den von uns studierten 
Erscheinungen und denen, die vom sogenannten ,,Bios* ausgelést 
werden, geradezu verbliiffend; wir haben deshalb bei unseren Unter- 
suchungen auch diesen experimentellen Standpunkt  beriicksichtigen 
wollen. Wir haben auBerdem diese Studien nach und nach erweitert 
und sie auf andere gut bekannte Tatsachen erstreckt, von denen wir 
annahmen, daB sie in einigen Punkten mit dem von uns studierten 
Problem iibereinstimmen. So glaubten wir bei der Phosphatase der 
Hefe, beim Vitamin B aus Hefe, bei der Co-Zymase und endlich beim 
Bios weitgehend iibereinstimmende Wirkungen zu erblicken, wenn 
nicht gar Funktionen ein und derselben Substanz, oder besser gesagt, 
verschiedenartige Bezeichnungen ein und derselben Erscheinung. Bei 
einigen unserer Versuche lieBen wir uns daher von diesem Gedanken 
leiten. Wir haben ferner die Untersuchungen auch auf die Milchsaure- 
girung erstreckt, in der Meinung, es kénnten die aus oben genannten 
Materialien erhaltenen Phosphatasen in der synthetisierenden Phase 
ihrer Tatigkeit an der Milchséuregarung teilnehmen, in dem Sinne, daB sie 
bei der Hexosephosphatbildung eine Rolle spielen, die — wie wir aus den 
Arbeiten von Jwanof/, Harden und Young! wissen — bei allen Hexose- 
girungen der Ausgangspunkt ist. Diese Annahme, welche sich auf die 
Feststellung von v. Euler? stiitzt, daB im Bact. coli ein Enzym enthalten 
ist, das imstande ist, Hexosephosphat abzuspalten, findet, wie uns 
scheint, einen weiteren Anhaltspunkt in einer Beobachtung von 


1 A. Barden u. W. 1. Young, Proc. Roy. Soc. 82, 321, 1910. 
2 H. v. Euler, Hoppe-Seyler 79, 375, 1912. 
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Fromageot und Roux', nach welcher gealterte Milchsiurebakterien- 
kulturen bei Gegenwart anorganischer Phosphate eine viel energischere 
enzymatische Garung bewerkstelligen. Da alte Kulturen besonders 
reich an toten Keimen sind, so miissen sie, wie wir glauben, auch reich- 
licher Phosphatasen, namentlich Hexosephosphatase, enthalten, was 
die gréBere Bildung der intermedidren, phosphorhaltigen Verbindung 
und somit die ausgiebigere Garung leicht erklarlich machen diirfte. 
Die Hexosephosphatase ist nicht nur unter den Kohlenhydrat ver- 
girenden Keimen weit verbreitet, sondern auch in den Pflanzen- 
geweben”, sowie in tierischen Organen*, wie Newberg und seine Schule 
dargetan haben; das Enzym scheint in dieser Beziehung der Spezifitat 
zu ermangeln. 

Diese Hypothesen tauchten im Laufe dieser Arbeit auf, und wir 
versuchten deren experimentellen Beweis mit einigen Untersuchungen, 
iiber deren ersten Teil wir in dieser Mitteilung berichten. Zuerst aber 
erfiillen wir die Pflicht, den Herren Prof. Belfanti und Prof. Contardi 
fiir den erhaltenen Rat und Beistand unseren Dank auszusprechen. 


I. Die beschleunigende Wirkung der Phosphatasen auf die Milchsiuregirung. 


Bei den ersten Proben verwendeten wir als Nahrfliissigkeit eine ver- 
daute Milch, was eine normale Entwicklung der Keime gestattete, ohne 
daB Gerinnung auftrat‘. Die Garung wurde mit dem B. bulgaricus in 
50-ccem-Kolben ausgefiihrt; die Aussaat erfolgte mit 0,1 ccm einer 24stiin- 
digen Kultur des B. bulgaricus auf verdauter Milch. Als Enzym dienten 
0,050 g einer Phytase, die nach der Originaltechnik von Belfanti und 
Contardi aus Reiskleie erhalten worden war. Vor dem (ebrauch wurde 
sie in sterilem, destilliertem Wasser wieder aufgelést und zwecks Sterili- 
sierung durch Berkefeld-Kerzen filtriert. Von der so behandelten Lésung 
kam, nach der Priifung auf Sterilitat, eine 0,050 g entsprechende Dosis 
zur Anwendung. Nach 24, 48 und 168 Stunden haben wir an je 1 cem der 
vergarten Fliissigkeiten mittels n/100 NaOH den Aziditatsgrad bestimmt. 


Es wurden die folgenden Resultate verzeichnet: 





Nach Stunden 
cem n/100 NaOH ntpinsalcgiemangemuitenniies = 
24 48 168 





Garung bei Gegenwart der Phytase. ... . 1,40 2,12 2,50 
Garung ohne Phytase ............ 1,35 1,90 2,15 
Kontrollprobe der sterilen Milch . ..... 1,15 1,15 1,20 


1 C. Fromageot u. Roux, diese Zeitschr. 248, 175, 1931. 

2 C. Neuberg u. M. Kobel, ebendaselbst 179, 459, 1926; 229, 433, 1930; 
C. Neuberg u. M. Scheuer, ebendaselbst 216, 216, 1929. 

3 ©. Neuberg u. M. Laser, Zeitschr. f. Krebsforsch. 32, 92; M. Vogt, 
diese Zeitschr. 211, 17, 1929; EH. Widman, ebendaselbst 216, 479, 1929. 

* C. Arnaudi, Boll. Istit. Sier. Mil. 1928, Heft 7. 
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Bei einer zweiten Versuchsreihe beabsichtigten wir, das Verhalten 
der Phytase aus Reiskleie hinsichtlich ihrer Hitzebestandigkeit zu 
verfolgen. 


Auch hier diente verdaute Milch als Nihrfliissigkeit; die Garung er- 
folgte in 50-cem-Kolben, mit dem B. bulgaricus, von dem 0,10 ccm einer 
24stiindigen Kultur auf verdauter Milch zur Anwendung kam. Ein Teil 
der Phytase wurce 3 Minuten lang auf 68° erwarmt, ein anderer Teil 
3 Minuten bei einer Temperatur von 100° gehalten. Natiirlich sterilisierte 
man das Enzym auch fiir diesen Versuch mittels Filtrieren durch Berke/feld- 
Kerzen. Der Zusatz der Phytase erfolgte in der Dosis von 0,05 g- Die 
beiden Fraktionen wurden im Vergleich mit einer nicht erwirmten Phytase 
aus Reiskleie beobachtet. Die Bestimmung des Aziditiitsgrades mit n/100 
NaOH ist nach 24, 48, 144, 216, 264 Stunden vorgenommen worden. 


Wie aus nachfolgenden Daten hervorgeht, zeigte sich die Phytase 
als thermoresistent, und zwar auch bei Beriicksichtigung ihrer Wirkung 
auf die Milchsiuregarung. 





‘ Nach Stunden 
eem n/100 NaOH iy id eet 
0 24 48 144 216 264 





Girung bei Gegenwart einer auf 68° erwarmten 
Phytsse ........2..4426. 4. « 0,22! 0,80 1,05 | 1,60} 1,80 | 2,00 


Girung bei Gegenwart einer auf 100° erwarmten 

PeyGe Sg tt te ee ee se es Ope] Gee | £001 8,101 4,20) 218 
Garung ohne Phytase ......... . . | 0,22 0,20 0,45 0,70 0,80 0,80 
Kontrollprobe der sterilen Bouillon . . . . . 0,22 0,20, 0,20 0,25 0,25 | 0,38 
Kontrollprobe der sterilen Bouillon und 0,05 g 

PRUNES... to 0 oo oe st 8 + 0 w + Ope | O00 | U.e0 | 0.25 | 0.25) 0,50 


Die Phosphatase des Aspergillus oryzae beeinfluBt die Milchsiure- 
girung auf ganz gleiche Art wie die Reisphytase; sie ist ebenso thermo- 
resistent und biiBt ihre Wirkung auf die Milchsiuregirung keineswegs 
ein, wenn sie 3 Minuten lang auf 1° erwarmt wird. 


Bei den Gaérungen wurden in diesem Falle die gleichen Modalitaten 
eingehalten wie bei der Reisphytase. Bei der Herstellung des Enzyms 
haben wir das auf Malzbouillon geziichtete Mycelium von Aspergillus 
oryzae zerkleinert und unter der Presse ausgedriickt. Der so erhaltene 
Extrakt wurde dann durch eine Kerze mit weiten Poren (Lete) filtriert, 
auf ein Zehntel seines Volumens im Vakuum bei nicht tiber 40 bis 45° ein- 
geengt und endlich mit 2 Volumen 95° ,igem Alkohol gefallt. Nach dem 
Zentrifugieren des Niederschlags wurde letzterer neuerdings in der nétigen 
Menge destillierten Wassers aufgelést und nochmals mit 2 Volumen absolutem 
Alkohol gefallt. Hierauf zentrifugierten wir nochmals das nun zuckerfreie 
Prazipitat und trockneten es endlich im Vakuumtrockenschrank iiber 
Schwefelséure. Es waren nun die folgenden Resultate zu verzeichnen : 
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Nach Stunden 





ecm n/100 NaOH —— 
Oo | 4 96 216 
Garung bei Gegenwart von 0,05g Phytase. . . . . || 0,28 1,10 1,70 | 2,00 
Garung bei Gegenwart von 0,05 g Oryzae-Phosphatase | 0,28 0,90 1,05 | 1,55 
Garung mit B. bulgaricus allein. . ....... . | 0,28 0,50 0,70 | 0,80 
Kontrollprobe der sterilen Kultur... ..... . | 0,28 0,30 0,30 | 0,30 


Aus diesen ersten Versuchen ist zu schlieBen, daB die Phosphatase 
des Aspergillus oryzae, was die Beschleunigung der Milchsiuregirung 
anbelangt, ganz die gleiche Wirkung entfaltet wie die Phytase der 
Reiskleie. 


2. Die beschleunigende Wirkung der Phosphatasen auf die alkoholische 
Girung. 


Es wurden die Phytase, die Phosphatase des Aspergillus oryzae 
und die Phosphatase der Hefe zur Anwendung gebracht. Die Herstellung 
der letzteren erfolgte mit derselben Technik wie bei der Co-Zymase; 
die hydrolytische Wirkung auf Phosphatide wurde gegeniiber Lecithin 
und Lysocithin gepriift, aus welchen Substanzen bestaindig Fettsaiuren, 
Cholin und Glycerophosphorsaure abgespalten wurden. Bei Vorversuchen 
iiber die alkoholische Garung wurden mit positiven Resultaten auch 
die Phytase des Reises und die Phosphatase des Asp. oryzae benutzt, 
die durch Pflanzenkohle und Fullererde adsorbiert wurden. 


Die zugefiigte Phosphatasemenge bestand aus 0,05 g pro 100 ccm der 
Fliissigkeit nach Mc Donald und Me Collum’, welche mit  kleinsten 
Mengen von Sacch. ellipsoideus beimpft wurde, und zwar mit 0,01 cem 
einer Saccharomyces-suspension, deren Herstellung auf die Weise erfolgte, 
dafi eine Ose des Bakterienrasens auf 10 ccm Fliissigkeit eingeimpft und 
hierauf eine Ose der 24stiindigen Kultur mit 10cem Me Donald-Fliissig- 
keit verdiinnt wurde. 

Die Phosphatasen wurden vor der Benutzung aufgelést und zwecks 
Sterilisierung durch Berkefeld-Kerzen filtriert ; der Zusatz erfolgte in Mengen, 
die dem Gewicht von 0,05°, entsprachen. 

Die Nahrfliissigkeit und die an Ferment und Saccharomyceten be- 
nutzten Mengen wurden nach der von den Forschern des Biosproblems ver- 
wendeten Technik sorgfaltigst gewahlt. 

Mit mehreren Herzfeld-Apparaten, die bei einer Temperatur von 19 
bis 20° gehalten wurden, haben wir die Menge an CO, gemessen, die sich in 
den mit Phosphatasen des Asp. oryzae oder der Hefe beschickten Kolben 
entwickelte. Die Hefephosphatase verwendeten wir in beiden Formen: 
das dialysierte Enzym (also der Co-Zymase entsprechend) und das nicht 
dialysierte Enzym (der Holo-Zymase entsprechend). Zur Kontrolle diente 
die gleiche Niahrfliissigkeit, die mit derselben Menge von Blastomyceten 
beimpft, «ber ohne Enzymzusatz war. 


1 Me Donald u. Mc Collum, J. of biol. Chem. 45, 297—311. 
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Die erhaltenen Resultate, die in folgender Abbildung veranschaulicht 
sind, beweisen, daB auch der Extrakt des Asp. oryzae die Eigenschaften 
des Bios besitzt, und daB andererseits die Annahme berechtigt ist, es 
bestehe eine sichere Analogie zwischen der Co-Zymase und anderen 
nicht aus der Hefe stammenden Phosphatasen. 
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Abb. 1. 
Lésung nach Me Donald und Me Collum vergoren mit Sacc. ellip. 
A. Mit Zusatz von Phosphatase des Asp. oryzae. 
¥ P Co-Zymase. 
Gri + - Holo-Zymase. 
’ D. Garung mit dem Saccharomyceten allein, als Kontrollprobe. 


Um die Richtigkeit der obigen Hypothese iiber die Beziehungen 
zwischen der Co-Zymase und einigen Phosphatasen zu beweisen, haben 
wir eine Reihe rein enzymatischer Garungen ganz ohne Blastomyceten 
angestellt. 


Aus PreBhefe wurde nach Lebedeff oder nach der einfacheren Methode 
von Giglioli Zymase hergestellt. wobei beide Methoden gute Resultate 
lieferten. Der gréBte Teil der so erhaltenen Zymase wurde 48 Stunden lang 
in sterilem Milieu dialysiert; eine kleine Menge diente zur Kontrolle des 
absoluten Mangels an Co-Zymase, und der Rest wurde in vier Teile geteilt. 
Zu einem dieser Teile wurde die gleiche dialysierte und eingeengte Co-Zymase 
zugesetzt, wihrend zu den anderen drei Teilen die Phosphatasen des Asp. 
oryzae, des Asp. niger und Phytase des Reises hinzugefiigt wurden, und 
zwar in Mengen von 0,1 g pro Kubikzentimeter der dialysierten Zymiase. 
Zu allen diesen Phosphatasen enthaltenden Zymaseportionen sowie deren 
Kontrollproben wurde je leem Glykoselésung zugefiigt, so da8B jeder 
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sterilisierte Kolben 80 ccm Fliissigkeit mit 28°, Glykose enthielt. Das 
Material wurde immer sterilisiert benutzt, und man arbeitete mit allen 
Kautelen, welche die mikrobiologische Technik gebietet. Um die Fliissigkeit 
vor Verunreinigungen zu hiiten, wurden zu jedem Kolben 2 cem Toluol 
zugesetzt und die Kolben in auf 30° eingestelltem Brutschrank gehalten. 
Nach 24, 72, 144 Stunden wurden die quantitativen Bestimmungen der in 
den Kolben vorhandenen Glykose nach der Methode von Bang ausgefiihrt. 
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Abb. 2. 
A. Holo-Zymase. 
B. Dialysierte Zymase. 
C. * ® + Co-Zymase. 
D. e . + Phosphatase des Asp. oryzae. 
E. é 2 + . m «  higer. 
F + Phytase des Reises. 


A e * 
G. Kontrollprobe mit steriler Lésung. 


Die Ergebnisse sind in der Abb. 2 wiedergegeben. Aus ihnen ist 
ersichtlich, daB die Phosphatasen des Asp. oryzae, des Asp. niger und 
die Phytase des Reises in der Tat bei der alkoholischen Girung die 
Co-Zymase ersetzen kénnen, daB also mit anderen Worten die 
synthetisierende Phase dieser drei Phosphatasen die Funktion der 
Co-Zymase besitzt und ihr somit wahrscheinlich die Bildung der Hexose- 
phosphate zuzuschreiben ist. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit 
den Vermutungen von Forschern die, wie z. B. v. Euler, der Co-Zymase 
eine wesentlich an die Bildung dieser phosphathaltigen Verbindung 
gebundene Funktion zuschreiben. 

Die Befunde der Schule Neubergs, nach denen Hexosephosphat 
bei der Milchséuregirung (ebenso wie bei der Hefegirung) die Mutter- 
substanz des den Abbau vermittelnden, durch Dephosphorylierung 
entstehenden Methyiglyoxals und damit der Milchsaure ist, haben uns 
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veranlaBt, das Verhalten der von uns studierten Phosphatasen hin- 
sichtlich der Uberfiihrung von Mineralphosphaten in organische Bindung 
bei der Milchsiuregirung zu verfolgen 

Zu diesem Zwecke wurden Schragkulturen des B. bulgaricus auf Milch- 
agar angelegt. Nach 48 Stunden, sobald die ersten Kolonien auf der Ober- 
fliche des Agars erschienen, emulgierte man dieselben sorgfaltig mit Ringer- 
lésung. Die Emulsion wurde zentrifugiert, dekantiert und nochmals in 
Ringerlésung suspendiert. Die Bakterien wurder dreimal gewaschen, um 
alle eventuell vorhandenen Produkte méglichst zu entfernen. Mit diesen 
Emulsionen beimpften wir Flaschen, die mit Ringerlésung, Lactose und 
den zu priifenden Enzymen beschickt waren, und zwar sowohl mit als 
ohne sekundires Kaliumphosphat. Die zugefiigte Bakterienmenge betrug 
0,01 cem einer 24stiindigen Kultur, in 10 cem Fliissigkeit emulgiert (selbst- 
verstandlich, wie oben gesagt, wiederholt gewaschen). 

Die nach der bereits beschriebenen Technik hergestellten Enzyme 
wurden in fliissiger Form, auf '/;, Volumen eingeengt und durch Berkefeld- 
Kerzen filtriert, angewendet. Die Ringerlésung haben wir nach der Formel 
von Warburg hergestellt: 96 Teile 9°/siger NaCl-Lésung, 2 Teile 11,5°/ iger 
KCl-Lésung, 2 Teile 12°/siger CaCl,-Lésung; alles zusammen im Auto- 
klaven sterilisiert. Gleichzeitig wurde eine sterile 20°), ige Lactoselésung 
und eine ebenfalls sterile 11,876°/j ige K,PO,-Lésung hergestellt. 

Wir haben alsdann zwei Serien steriler Flaschchen vorbereitet. Die 
erste Serie war folgenderweise beschickt: 

a) 20cem Ringerlésung + 3cem Lactoselésung + 1 ccm Phosphatlésung 
+ lecem Phosphatase oryzae + B. bulgaricus. 


b) 20. ,,  Ringerlésung -- 3 cem Lactoselésung + Ilcem Phosphatase 
oryzae + B. bulgaricus. 
c) 20 ,, Ringerlésung + 3ccm Lactoselésung + 1 cem Phosphatlésung 


+ Phosphatase oryzae. 

d) 20 ,, Ringerlésung + 3cem Lactoselésung + B. bulgaricus. 

e) 20 ,, Ringerlésung + 3 ccm Lactoselésung + 1 cem Phosphatlosung 
+ B. bulgaricus. 

Die Flaschchen der zweiten Reihe waren in gleicher Weise vorbereitet 
und mit gleichen Komponenten beschickt, nur enthielten sie Reisphytase 
anstatt Phosphatase des Asp. oryzae. 

Nach 16-, 22-, 44-, 114-, 138stiindigem Aufenthalt im Brutschrank bei 
37° wurde der Aziditiatsgrad bestimmt, und zwar mit folgenden Resultaten: 


Erste Reihe. 
Phosphatase des Asp. oryzae. 





cem n/L00 NaOH pro cem der gegorenen Fliissigkeit 
Ringerlisung + Lactose und folgende nach Stunden 
Substanzen a 
0 16 22 4 66 114 | 138 





a) + Phosphat- Lis. os gta 
tase + B. bulgaricus . . 0,03 0,52 O98 1,16 1,29 1,34 | 1,69 
b) + Phosphatase + B. bulgaricus 0,03 0,42 0,69 0,91 1,02 1,20 | 0,95 


c) Phosphat-Lis. + Phosphatase 0,03 0,35 0,64 0,69 0,72 0,77 | 0,79 
d) +B. bulgaricus ...... 0,03 0,07 0,985 0,1 015 O17 0,15 
e) + Phosphat- -Lés. fe B. bul- 

garicus ... .... . | 0.03 | 0,98 0,09 | 0,14 | 0,16 0,58 | 0,60 
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Zweite Reihe. 


Phosphatase des Reises. 





ecem n100 NaOH pro cem der gegorenen Fliissigkeit 
Ringerlisung + Lactose und folgende nach Stunden 
Substanzen a — —__—_ 
0 16 22 44 66 114 138 


a) Phosphat-Lés. + Phytase + B. 


bulgaricus. ....... . | 0,03 | 0,41 |0,83 | 1,65 1,66 | 1,67 | 1,72 
b) + Phytase + B. bulgaricus . 0,03 0,30 040 | O88 1,14 | 1,48 1,44 
¢c) + Phosphat-Los. + Phytase . 0,03 | 0,24 0,34 0,51 0,60 0,73 0,76 
d) + B. bulgaricus ... .- | 0,03 | 0,07 | 0,085; 0,1 | 0,15 | 0,17 | 0,15 
e) + Phosphat-Lés. + B. bul- 

garicus......... . | 0,03 | 0,08 '0,09 | 0,14 | 0,16 | 0,58 | 0,60 


Wie vorausgesehen, ergaben die Garungen bei Gegenwart von 
Phosphat und den beiden untersuchten Enzymen (Phosphatase des 
Asp. oryzae und Phytase des Reises) die héchsten Aziditatswerte. 
Die verschiedenen Kontrollproben der zwei Reihen bestiatigen die 
giinstige Wirkung der Phosphatasen, auch wenn sie allein vorhanden 
sind. Es wird ferner bestatigt, daB die Phosphate einen giinstigen 
EinfluB auf den Verlauf der Garung ausiiben, daB aber die Werte der 
damit erzielten Garungen viel niedriger sind als diejenigen, die bei 
gleichzeitiger Gegenwart von Phosphaten und Enzymen erzielt werden. 


Auf Grund der hier beschriebenen Untersuchungen halten wir 
uns zur Annahme berechtigt, daB héchstwahrscheinlich die verschiedenen 
von uns studierten Phosphatasen eine synthetisierende Funktion auf- 
weisen, welche zur Bildung von Hexosephosphat fiihren kann und deshalb 
imstande ist, alle Gairungen, die tiber diese Substanz gehen, zu _ be- 
schleunigen. 

Eine Reihe von Versuchen, die den Zweck hatten, das Verhalten 
dieser Phosphatasen gegeniiber einigen Salzen der Hexosephosphor- 
siure festzustellen, haben uns bewiesen, daB die Phytase des Reises 
und die Phosphatase des Asp. oryzae diese Salze! hydrolysieren kénnen?. 

Die synthetisierende Wirkung der Hexosephosphatase wird von 
mehreren Forschern angenommen. In letzter Zeit ist dann Suzuki 
und Maruyama* mit der Glycerophosphatase des Asp. oryzae die 
Synthese der Glycerophosphorséure aus Glycerin und sekundairem 
Natriumphosphat mdéglich geworden. 


! Dieselben wurden uns von Herrn C. Newberg, Berlin-Dahlem, iiber- 
lassen. 

2 Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von C. Neuberg 
und J. Leibowitz (diese Zeitschr. 187, 481, 1927), die Abbau von Hexose- 
diphosphat durch das Enzym von Asp. oryzae und Aufbau dieses Esters aus 
Hexosemonophosphat nachgewiesen haben. 

3 B. Suzuki u. T. Maruyama, Proc. Imp. Acad. Tokyo 6, 67—70, 1930. 
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Gleichartige Versuche, die wir mit Phytase des Reises unternommen 
haben, und bei denen wir die Hydrolyse und Synthese der Phosphatide 
bei Gegenwart von Glykose bewerkstelligten, lassen uns schon jetzt 
auf ahnliche Resultate hoffen; iiber diese Versuche werden wir in einer 
nachsten Mitteilung berichten. 


Schlubfolgerungen. 


1. Es besitzen einige Phosphatasen verschiedener Herkunft (aus 
Asp. oryzae, Asp. niger, Hefe) sowie die Phytase des Reises die Fahig- 
keit, die alkoholische Garung zu beschleunigen, auch wenn sie in kleinsten 
Mengen angewendet werden. 

Da aber nicht alle diese Phosphatasen imstande sind, Reistauben 
vor der Polyneuritis zu schiitzen, so verlieren die sogenannten biologi- 
schen Methoden, die sich zum Nachweis und zur Wertbestimmung des 
antineuritischen Vitamins B auf die alkoholische Garung stiitzen, ihre 
theoretische Grundlage, welch letztere sich eben der spezifischen Wirkung 
des sogenannten Vitamins B bei der alkoholischen Garung bedient. 

2. Es wird die Méglichkeit bewiesen, die enzymatische Tatigkeit 
des B. bulgaricus durch die Gegenwart von Phytase und Phosphatase 
des Asp. oryzae zu steigern. Diese Zunahme ist bei Anwesenheit von 
anorganischen Phosphaten noch viel ausgesprochener. 

3. Es wird ferner bewiesen, daB es méglich ist, die enzymatische 
Garung der Glykose zu bewerkstelligen, indem man in der Holo-Zymase 
die Co-Zymase durch die Phosphatasen des Asp. oryzae, des Asp. niger 
und durch die Phytase des Reises ersetzt. 

4. Diese Versuche sprechen dafiir, daf die von uns studierten 
Phosphatasen zwar eine ganz verschiedene hydrolytische Wirkung 
gegeniiber den Phosphatiden zeigen, daB sie aber, was die alkoholische 
Gairung betrifft, eine, wenn nicht identische, so doch Aaquivalente 
synthetisierende Funktion erfiillen und wahrscheinlich sogar die 
Synthese der Hexosephosphate bewirken kénnen. 
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Chinone als Fermentmodell. 


V. Mitteilung: 


Vergleich der Desaminierung von einigen Di- und Tripeptiden 
mit dec von Glykokoll. 


Von 
Bruno Kisch. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der 
Universitat Kéln.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1952.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Fragestellung und Methode. 


In friiheren Untersuchungen, die den Zweck hatten, die Spezifitat 
der oxydativen Glykokolldesaminierung durch Brenzkatechinderivate 
zu prifen, war festgestellt worden, daB die Méglichkeit der Desami- 
nierung von Glycylglycin und Glykokollathylester durch die gepriiften 
Katalysatoren (bei py 6 bis 8) der des Glykokoll durchaus nicht parallel 
geht', daB bei px 6 bis 8 von Brenzkatechin Glykokoll z. B. deutlich, 
Glycylglycin kaum merklich, von Oxyhydrochinon jedoch Glycyl- 
glycin (bei px 6 bis 8) mit reichlicherer NH,-Ausbeute desaminiert 
wird als Glykokoll. 

Die Deutung dieser Erscheinung war zuniachst schwierig. Man 
konnte an eine der Desaminierung des Glycylglycin vorangehende 
Spaltung des Glycylglycins und reichlichere Desaminierung des ge- 
bildeten Glykokolls in statu nascendi denken. Obwohl diese Deutung 
die nachstliegende schien, wurde doch sogleich auf Tatsachen hin- 
gewiesen, die sie nuc als Arbeitshypothese bewerten lieBen®. Vor allem 
gab die Undesaminierbarkeit des Leucylglycylglycins? durch Oxy- 
hydrochinon zu denken. Weitere Versuche schienen zunachst die An- 
nahme einer Spaltung des Glycylglycins und Glykokollithylesters 
durch Oxyhydrochinon vor der Desaminierung zu bestitigen, aber das 
war ein Irrweg? und so war eine Reihe von Vorarbeiten nétig*, ehe die 


! Diese Zeitschr. 236, 380, 1931; 242, 1, 1931. 
2 Ebendaselbst 242, 14, 1932. 

3 Siehe FuBnote auf S. 14, 242, 1932. 

4 Diese Zeitschr. 244, 440, 1932; 247, 371, 1932. 
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Frage der Desaminierung von Di- und Tripeptiden durch das Chinon- 
Fermentmodell erneut und diesmal mit Erfolg in Angriff genommen 
werden konnte. Vor allem schien die Ermittlung der Kurve des Ein- 
flusses des py der Lésung auf die Katalyse oxydativer Desaminierung 
durch das Chinon-Fermentmodell ein Weg, der zur Erklarung der 
Glycylglycin-Desaminierung fiihren kénnte. Wie ich mit K. Schuwirth? 
zeigen konnte, ist die Kurve der py-Abhangigkeit der Glykokoll des- 
aminierenden Wirkung der verschiedenen Brenzkatechinderivate und, 
wie ich neuerdings zeigen konnte?, auch des Resorcins sehr kennzeichnend. 

Nach Erledigung dieser Vorarbeiten war nun der Zweck der vor- 
liegenden Untersuchung, bei der ich wiederum durch die Mitarbeit des 
Laboranten Tenhaeff sehr unterstiitzt wurde, die Beantwortung fol- 
gender Fragen: 

1. LaBt sich aus dem Verlauf der Kurve der py-Abhangigkeit 
der Glycylglycindesaminierung im Vergleich mit der der Glykokoll- 
desaminierung durch das gleiche Brenzkatechinderivat etwas iiber die 
Mechanik der Katalyse oxydativer Glycylglycindesaminierung aussagen ? 


2. LaBt ein Vergleich der Wirkung verschiedener Brenzkatechin- 
derivate beziiglich der Glycylglycindesaminierung neue Erfahrungen 
iiber die Spezifitat des Chinon-Fermentmodells zu ! 


3. Wie lassen sich die am Glycylglycin gewonnenen Erfahrungen 
durch Versuche mit anderen Dipeptiden und mit Tripeptiden erweitern / 


Die Methodik war genau die in den friiheren Mitteilungen beschriebene. 
Aktivatoren wurden nicht verwendet. Wo nichts anderes angegeben ist, 
enthielt jeder Ansatz 20 cem Lésung, davon 5ccm m/10 Substrat, 10 cem 
Pufferlésung, 2 cem m/100 Katalysator und 3 cem H,O. Versuchstemperatur 
war 39 bis 40°C. 

Die gesamten Aminosiuren und Peptide wurden als reine Praparate 
von der Firma Hofmann-La Roche bezogen. Reines Oxyhydrochinon war 
mir in dankenswerter Weise von der Direktion der I. G. Farbenindustrie 
A.-G., Elberfeld, zur Verfiigung gesteilt worden. 

Da es in der vorliegenden Untersuchung vor allem auf einen quantitativen 
Vergleich der Kurven der px-Abhangigkeit der Desaminierung von Glykokoll 
einerseits und Glycylglycin andererseits ankam, wurde immer im gleichen 
Versuch eine Probenreihe von Glykokoll und eine von Glycylglycin bei 
gleicher Durchliiftung, also beziiglich der gewonnenen Resultate quantitativ 
vergleichbar durchgefiihrt. So entsprechen auch in den Tabellen saémtliche 
Proben einer Querreihe (mit ein und derselben Protokollnummer bezeichnet ) 
einer vollig gleichartig durchliifteten Versuchsreihe. 

Auch bei den Abbildungen stammen immer zwei mit der gleichen 
Versuchsnummer bezeichnete Kurven von der gleichen, vollig gleich durch- 
liifteten Versuchsreihe. 


1 Diese Zeitschr. 247, 371, 1932. 
2 Ebendaselbst 249, 63, 1932. 
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Versuchsergebnisse. 
1. Substrat: Glycylglycin; Katalysagen (Katalysatormuttersubstanz ): 
Brenzkatechin oder Oxyhydrochinon. 

Abb. 1 zeigt, wie die desaminierende Wirkung von Brenzkatechin 
auf Glykokoll und Glycylglycin vom py der Lésung abhangig ist. Die 
Glykokollkurve bedarf keiner weiteren Erliuterung, sie entspricht 
genau den Erfahrungen, tiber die in der dritten Mitteilung gemeinsam 
mit Schuwirth berichtet wurde. Von Interesse ist hier die Glycylglycin- 
kurve. Die Desaminierung des Glycylglycins ist in Abb. 1 trotz opti- 
maler Bedingungen (Versuchsdauer 43 Stunden, py7 bis 12, Tem- 
peratur 40°) minimal, jedenfalls nur etwa 
ein Viertel der Ammoniakausbeute liefernd, 
wie reines Glykokoll. Ob diese geringe 
Ammoniakausbeute wirklich einer Glycyl- 
glycindesaminierung entspricht, oder ob 
bei pu 9 bis 10 etwa das Glycylglycin teil- 
weise doch in Glykokoll zerfallt, kann ich 
nicht sagen, aber die Kurve und die 
iibrigen in Tabelle I angefiihrten Brenz- 
katechinversuche zeigen jedenfalls, was 














on ° = P ° P ‘ Abb. 1. 
auch fiir die iibrigen hier mitzuteilenden Vesnieldh des eupdaiiven Deo- 
Versuche bedeutsam ist, daB bei den aminierung von Glykokoll (O) 
= a 5 , ° und vou Glyeylglycin (@) bei 
von uns verwendeten Versuchsbedingun- verschiedenem pq bei Ver- 
gen (pu bis 12,0) das Glycylglycin spontan wendung von Brenzkatechin 


° . ‘ me als Katalysatormuttersubstanz 
nicht wesentlich in Glykokoll zerfallen 


sein kann, da sonst die katalytische Desaminierung durch Brenz- 
katechin eine viel reichere Ammoniakausbeute ergeben miiBte. Ferner 
sei auch schon hier darauf hingewiesen, daB der Verlauf der beiden 
Kurven der Abb. 1 einen ganz iibereinstimmenden Charakter beziiglich 
des py-Optimums aufweist. 

Dies vorausgeschickt, ist die Abb. 2 besonders le hrreish, und ebenso 
sind es die mit ihr v6éllig iibereinstimmenden Protokolle der iibrigen 
Oxyhydrochinonversuche in TabelleI. Abb.2 enthalt die Kurven 
dreier vergleichsweise mit Glykokoll und Glycylglycin ausgefiihrter 
Oxyhydrochinonversuche. Der eine wurde 18, die anderen beiden 
42 Stunden lang bei 40° C durchliiftet, grundsitzlich zeigen die Abb. 2 
und samtliche Oxyhydrochinonversuche (s. Tabelle 1) folgendes Er- 
gebnis: Glykokoll wurde, wie dies schon in friiheren Versuchen mit- 
geteilt worden ist, durch Oxyhydrochinon von allen verwendeten 
Katalysatoren am ausgiebigsten desaminiert. 70 bis 75°,, der theoretisch 
iiberhaupt médglichen Ammoniakausbeute konnten gelegentlich tat- 
sichlich gefunden werden. Dabei zeigte sich in Ubereinstimmung mit 
den Angaben der dritten Mitteilung, daB das py-Optimum der Oxy- 
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hydrochinonkatalyse der Glykokolldesaminierung bei py = 11 bis 12, 


mitunter, wie unsere Abb. 2 
reiche lag. 


zeigt, sogar in noch alkalischerem Be- 


Vergleicht man hiermit den Verlauf der Kurve, die die py-Ab- 
hangigkeit der Glycylgl ycindesaminierung durch Oxyhydrochinon kenn- 
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Abb. 2. 


Kurve dreier Oxydationsversuche. 
© Glykokoll, @ Glyeylglycin. Ausgezo- 
gene Linie Versuch 26 (18 Std. Dauer), 
Gestrichelte Kurve Versuch 38, Strich- 
punktlinie Versuch 36 (beide 42 Std. 
Dauer). 


zeichnet, so ist er ein ganz anderer. 
In einem pyx-Bereich 6 bis 8 wird, 
wie schon friiher festgestellt wurde, 
Glyeylglycin durch Oxyhydro- 
chinon viel reichlicher, oft um ein 
Vielfaches reichlicher desaminiert 
als das Glykokoll. Betrachtet man 
aber den Kurvenverlauf weiterhin, 
so lehren simtliche Versuche, daB 
die Desaminierung von Glycyl- 
glvcin ihr Optimum etwa bei py 9 
hat, und héherer Alkalitat 
der Lésung schnell absinkt. Die 
Kurven der Desaminierung des 
Glykokolls und  Glycylglycins 
schneiden einander etwa zwischen 
pu 8.5 und 9,5, und bei einer fiir 
die Glykokolldesaminierung durch 
Oxyhydrochinon optimalen Wasser- 
stoffionenkonzentration von 11] 
bis 12 wird Glycylglycin unter 
OxyhydrochinoneinfluB tiberhaupt 
nicht oder nur noch in Spuren 
desaminiert. 

Schon dieses Ergebnis gestattet, 
wie ich glaube, die Beantwortung 
der in der ersten Mitteilung! bereits 
gestellten Frage nach der Mechanik 
der Oxyhydrochinonkatalyse der 
Glycylglycindesaminierung. Auf 
Grund der neuen eindeutigen Er- 
gebnisse kann wohl die urspriinglich 
von mir fiir das Bereich py 6 bis 8 
diskutierte Hypothese, daf der 


bei 


Katalyse der Glycylglycindesaminierung durch Oxyhydrochinon eine 
Glycylglycinspaltung zu Glykokoll vorangeht, als nicht zutreffend 


1931. 


! Diese Zeitschr. 242, 1, 
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bezeichnet werden. Die Versuche mit Brenzkatechin (Abb. 1) zeigen, daB 
das Glyeylglycin innerhalb des Bereiches py 6 bis 12 spontan kaum merklich 
in Glykokoll gespalten wird und es ware willkiirlich, anzunehmen, daB 
Oxyhydrochinon die Glycylglycinspaltung bei py 6 bis 8 zwar férdert, 
bei pu 9 bis 11 aber nicht'. Wiirde aber das Glycylglycin durch Oxy- 
hydrochinon bei py 9 bis 11 in merklichem AusmaBe in Glykokoll 
gespalten werden, dann miiBte die Ammoniakausbeute des Glycyl- 
glycins, wie es die Kurve des Glykokolls zeigt, von py 9 bis 11 ansteigen, 
was nicht der Fall ist. Andererseits lehrt ein Vergleich der Kurven 
und vor allem der in Tabelle Il zusammengestellten Ergebnisse von 
Versuchen, die auch ein py 5 bis 7 beriicksichtigen, daB bei py 6 bis 8 
Glyeylglycin durch Oxyhydrochinonkatalyse mehr als doppelt so 
reichlich desaminiert wird als Glykokoll selbst, so daB zur Erklarung 
dieses Tatbestandes die in der ersten Mitteilung erwogene Hilfshypothese 
einer reichlicheren Desaminierung des Glykokolls in statu nascendi 
als zweite Hilfshypothese herangezogen werden miiBte. Nach den vor- 
liegenden Ergebnissen, die zeigen, daB das py-Optinrum fiir die Des- 
aminierung des Glykokolls und des Glycylglycins bei Anwendung von 
Oxyhydrochinon als Katalysator ein ganz verschiedenes ist, ist die 
ungezwungenste Erklarung, die durch die Versuche an anderen Di- 
peptiden und an Leucylglycylglycin aufs beste bestatigt wird (s. weiter 
unten), die folgende: Oxyhydrochinon ist ein Katalysator oxydativer 
Desaminierung fiir Glykokoll und fiirGlyc ylgl ycin, jedoch ist das p,,-Optimum 
dieser beiden Katalysen ein verschiedenes. Die chemischen Prozesse, die 
diesen beiden Desaminierungen? zugrundeliegen, sind vermutlich ver- 
schiedener Art. Darauf weist der Verlauf der Kurven der pg-Abhangigkeit 
dieser Prozesse und der Unterschied der N H,- Ausbeute aus Glykokol] und 
Glycylglycin bei px 6 bis8 hin. Einen eindeutigen Beweis dafiir, dab der 
dem Glykokoll gegeniiber reichlicheren Desaminierung des Glycylglycins 
durch Oxyhydrochinon keine vorangehende Spaltung in Glykokoll 
zugrundeliegen kann, bringt der im dritten Teil dieser Arbeit gegebene 
quantitative Vergleich der Kurve der Desaminierung von Glycylglycin 
und von Glycylleucin durch Oxyhydrochinon. 


1 Bei der ersten Mitteilung lagen nur Versuche, die bei px 6 bis 8 aus- 
gefiihrt worden waren, vor. 

2 DaB es sich auch bei der Katalyse der Desaminierung des Glycylglycins 
um einen bei unseren Versuchsbedingungen streng an die Gegenwart von 
O, gebundenen ProzeB handelt. hat Dr. Schuwirth neuerdings im hiesigen 
Laboratorium zeigen kénnen. Uber den Versuch der Desaminierung von 
Aminoséuren durch das Chinon-Ferment-Modell, die wohl im Sinne det 
Wieland-Knoopschen Vorstellungen als Dehydrierung iiber das Imin fiihren 
diirfte, bei SauerstoffabschluB unter Verwendung geeigneter Wasserstoff- 
akzeptoren, wird demniachst berichtet werden. 
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Von allgemeiner biologischer Bedeutung diirfte das Ergebnis 
dieser Versuche dadurch sein, daB sie und ahnliche an Glycylleucin 
(siehe weiter unten) zeigen, daB es spezifisch wirksame Katalysatoren 
gibt, die innerhalb eines fiir den Saugetierorganismus als physiologisch 
zu bezeichnenden py-Bereiches Dipeptide quantitativ reichlicher 
desaminieren als jene einfachen Aminoséuren, aus denen die genannten 
Dipeptide aufgebaut sind?. 


2. Substrat: Glykokoll oder Glycylglycin. Vergleich verschiedener 
Katalysatoren. 

Schon ein Vergleich der in Abb. 1 und 2 wiedergegebenen Kurven 
zeigt das grundsitzlich verschiedene Verhalten von Brenzkatechin und 
Oxyhydrochinon als Katalysatormuttersubstanz der Glycylglycindes- 
aminierung. Untersucht man die wichtigsten der Stoffe, die in den 
friiheren Mitteilungen als wirksame Katalysatormuttersubstanzen der 
Glykokolldesaminierung gefunden wurden, wie dies Tabelle I darstellt, 
so unterscheidet sich ihre desaminierende Wirkung auf Glycylglycin 
in doppelter Hinsicht. (Siehe Abb. 3 bis 5.) Die meisten der ver- 
wendeten Glykokoll desaminierenden Katalysatoren desaminieren 
Glycylglycin in einem py-Bereich von 6 bis 12 nicht oder wenig, jedenfalls 
weniger Ammoniak liefernd als bei Verwendung von Glykokoll als 
Substrat. Diesem Typus des Brenzkatechins entspricht auch Proto- 
catechusiure; Homogentisinsdure und das dem Glykokoll gegeniiber bei 
hohem py so stark wirksame Resorcin, auch Omega (Adrenalinchinon) 
gehért zu diesen Stoffen. Jedoch ist die NH,-Ausbeute bei dem letzt- 
genannten Stoffe meist héher als bei den anderen genannten Kata- 
lysatoren, aber niedriger bei Glycylglycin als bei Verwendung von 
Glykokoll als Substrat. Im Gegensatz zu den eben genannten Stoffen 
zeigte sich bei Verwendung von Oxyhydrochinon als Katalysator bei 
schwach alkalischer Reaktion (7 bis 8,5), daB das Glycylglycin ceteris 
paribus eine wesentlich bessere Ammoniakausbeute ergibt als Glykokoll?. 

Der zweite Punkt, in dem sich die Wirkung der verschiedenen 
Katalysatoren unterscheidet, ist folgender: Bei Verwendung von 
Brenzkatechin, Phloroglucin, Protocatechuséure, Homogentisinsdure ist 
ein deutlicher Unterschied des py-Optimums der Desaminierung von 
Glykokoll und der von Glycylglycin nicht sicher zu ermitteln. Bei 
Pyrogallol, Gallussdure und Hydrochinon liegt das py-Optimum der 


! Anmerkung bei der Korrektur. In noch héherem MaSe als fiir das 
Glycylglycin und Glyeylleucin gilt dies, wie ich neuerdings feststellen 
konnte, fiir das Glycyltyrosin, woritber demnéchst ausfiihrlich berichtet 
werden wird. 

2 Einige Vergleichsversuche Serin—Glycylglycin bringt Tabelle II 
ebenfalls, 
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Desaminierung von Glycylglycin in saurerem Medium als das der 
Desaminierung von Glykokoll, doch ist bei all diesen Stoffen 
auBer der Gallussiure iiberhaupt nur eine geringe Glycylglycindes- 
aminierung festzustellen. Hingegen ist dieser Unterschied des py- 
Optimums bei der Desaminierung von Glykokoll und Serin einerseits 
und Glycylglycin andererseits sehr ausgesprochen bei Oxyhydrochinon 
vorhanden, wie dies bei Besprechung der Abb. 2 bereits eingehend 
erértert wurde (siehe auch Tabelle I und II und beziiglich Serin Ta- 
belle II). Anscheinend ist dies auch bei Resorcin der Fall, wenn auch 
nicht so ausgepragt wie bei Oxy- 
hydrochinon. Doch wird Glycylgly- 
cin durch Resorcin tiberhaupt nur 
spurenweise desaminiert (s. Abb. 5). 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Vergleich des py-Optimums Vergleich oxydativer Desami- 
oxydativer Desaminierung von nierung von Glykokoll (+) und 
Glykokoll (CQ) und Glyeylgiycin Glyeylglyein (4). Katalysator- 
(@). Katalysator Omega. Ver- muttersubstanz Gallusséure. 
such 34. Versuch 12. 


Ein Vergleich der gewonnenen Zahlen und Kurven laBt weitere 
Schliisse iiber bisher noch unbeantwortete Fragen zu, die zum SchluB 
zusammenfassend besprochen werden. 


3. Versuche mit Glycylleucin und Leucylglycylglycin. 


In den friiheren Mitteilungen war bereits berichtet worden, daB 
auch von den wirksamsten bisher untersuchten Katalysatoren von 
Chinoncharakter Glykokoll am besten und nur annaéhernd ahnlich gut 
Serin desaminiert wird, Phenylaminoessigsiure und Leucin nur in 
Spuren. 

Um nun die Mechanik der Katalyse der Glycylglycindesaminierung, 
die, wie schon erwahnt, ein oxydativer Vorgang ist, aufzuklaren, sind 
Parallelversuche mit Glycylleucin und Leucylglycylglycin ausgefihrt 
worden. Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Tabelle II und Abb. 6. 


¥ 
: 
' 








et 
te 
‘< 
: 
: 











144 B. Kisch: 


Man ersieht, daB Glycylleucin von Oxyhydrochinon und den 
anderen wirksamen Katalysatoren der oxydativen Glykokolldesami- 
nierung ebensogut und zwar im Parallelversuch quantitativ ebenso 
reichlich (s. Abb. 6) desaminiert wird wie das Glycylglycin. 

Ein Blick auf Abb. 6 lehrt eindeutig 
die sehr bemerkenswerte Tatsache kennen, 
daB die NH,-Ausbeute je zweier korre- 
spondierender Proben bei oxydativer 
Desaminierung von Glycylglycin und Gly- 
eylleucin durch Katalyse mittels Oxy- 
hydrochinon bei dem verschiedensten py 
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Abb. 5. Abb. 6. 
Vergleich der oxydativen Des- Vergleich der Ammoniakausbeute bei 
aminierung von Glykokoll(Q), oxydativer Desaminierung von Glycyl- 
und Glyeylglycin (@). Kata- glycin (@) und von Glyeylleucin (3) 
lysatormuttersubstanz Resor- Katalysatormuttersubstanz Oxyhydro- 
cin. Ausgezogene Linie Ver- chinon. Versuch 44 (39 Std. Dauer). 


‘ such 32 (16 Std. Dauer), ge- 
strichelte Linie Versuch 40 
(44 Std. Dauer). 


quantitativ identisch ist. Da nun Leucin nur spurenweise, Glykokoll 
aber sehr reichlich durch Oxyhydrochinon desaminiert wird, so kann 
man aus der quantitativ gleichen Ammoniakausbeute beider Sub- 
strate bei ihrer oxydativen Desaminierung durch Oxyhydrochinon 
schlieBen, daB der Glycylglycindesaminierung durch die gepriiften Kata- 
lysatoren keine Spaltung in Glykokoll vorangehen kann, vielmehr nur 
die freie endstandige Aminogruppe des Glykokolls in diesem Dipeptid 
der Desaminierung anheimfallt. Anderenfalls ware die quantitativ gleiche 
NH,-Ausbeute bei Glycylglycin und Glycylleucin kaum zu erklaren. 

Im Sinne dieser Deutung spricht es auch, daB Leucylglycylglycin 
weder von Oxyhydrochinon noch einem der anderen gepriiften Kata- 
lysatoren bei einem py-Bereich von 6 bis 12 merklich desaminiert 
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146 B. Kisch: 


wird. Diese neuen Ergebnisse stimmen durchaus mit der friiheren 
Angabe! iiberein, daB Leucylglycylglycin bei py 7,57 durch Oxy- 
hydrochinon, Omega, Adrenalon und Gallussiure nicht desaminiert 
wird, 

Diese Feststellung steht ferner in bestem Einklang mit der Angabe 
von E. Fischer und E. Fourneau*®, daB das Glycylglycin durch eine 
groBe Reaktionsfihigkeit der Aminogruppe gekennzeichnet wird, 
sowie den alten Erfahrungen tiber die Oxydation des Glycylglycins 
durch Calciumpermanganat?. 

Um so bemerkenswerter ist es, daB die endstandige CH,NH,- 
Gruppe des Glycylglycins durch Brenzkatechin bei jedem py wesentlich 
schlechter desaminiert wird als die des Glykokolls selbst, durch Oxy- 
hydrochinon jedoch bei py 6 bis 8,5 wesentlich besser, bei py 9 bis 12 
wesentlich schlechter als die des Glykokolls und die des. Serins. 

All dies ist ein neuer Beweis fiir die in den friiheren Mitteilungen 
betonte Auffassung, daB spezifische Katalysen nicht nur von der atomaren 
Zusammensetzung der an der Reaktion beteiligten Wirkgruppen, sondern 
von den Feinheiten der intramolekularen Energetik dieser abhingen, 
auf die der Bau des iibrigen Molekiils einen erheblichen EinfluB hat. 


4. Ergebnisse und SchluBfolgerungen. 


Geht man von der in den friiheren Mitteilungen begriindeten 
Annahme aus, daB die Spezifitat der Katalysatorwirkung durch das 
Aufeinander-Ansprechen der Wirkgruppen des Katalysator- und 
Substratmolekiils bedingt wird, jedoch nur bei bestimmter intra- 
molekularer Energetik dieser Gruppen zustande kommt, und dab diese 
intramolekulare Energetik der Wirkgruppen in einer gerade durch 
solche Reaktionen gut nachweisbaren Art durch den Bau des restlichen 
Molekiils (Hilfsgruppen, Hemmgruppen) beeinfluBt wird, so ergeben 
die vorliegenden Versuche neue Aufschliisse. 

Die fiir das Chinon-Fermentmodell gut angreifbare endstandige 
Aminogruppe des Glykokolls wird, wie schon friiher dargelegt, durch 
Veresterung der COOH-Gruppe fiir diese Katalysatoren schwerer 
angreifbar. Es bleibt jedoch vor allem fiir Omega und Gallussaiure 
auch im Glycylglycin die endstandige CH,NH,-Gruppe nicht ganz 
resistent. Obwohl diese Resistenzerhéhung der endstandigen CH, N H,- 
Gruppe gegeniiber Katalyse der oxydativen Desaminierung durch die 


1 Diese Zeitschr. 242. 1, 1931. 

2 Das aus dem Protokollbuch ermittelte px ist seinerzeit durch Versehen 
bei der Veréffentiichung des Versuchs (l.c.) nicht angegeben worden. 

3 E. Fischer u. E. Fourneau, Chem. Ber. 34, 2868, 1901. 

4 L. Pollak, Hofmeisters Beitr. 7, 16; A. Kraemer. Chem. Ber. 39, 


4385, 1906. 
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Verknipfung des Glykokoll mit einem zweiten Glykokollmolekiil fiir 
sonst alle untersuchten Katalysatoren des Chinon-Typus gilt, so zeigt 
sich, daB die nun schwerer desaminierbare CH,NH,-Gruppe des 
Glycylglycinmolekiils gerade durch Oxyhydrochinon bei py 7 bis 8,5 
leichter desaminierbar ist als die bei diesem py fiir die anderen wirk- 
samen Katalysatoren des Chinontypus leichter desaminierbare und fiir 
Oxyhydrochinon selbst sehr gut angreifbare CH,NH,-Gruppe des 
Glykokolls. : 


Die OH-Gruppe in Parastellung zu einer OH-Gruppe des Brenz- 
katechin befahigt dieses zur Bildung eines Katalysators besonderer 
Art, geeignet zu einer besonders reichlichen Desaminierung der C H, N H,- 
Gruppe im Glycylglycin gegeniiber der im Glykokoll und Serin. Dies 
gilt aber nur bei einem py von 7 bis 8,5 der Reaktionslésung. 


Auch beziiglich des Resorcin als Katalysator lehren die Versuche 
Neues. Wie Abb. 5 und Tabelle I zeigt, wird Glyeylglycin von Resorcin, 
wenn auch viel schwacher als Glykokoll, so doch in deutlichen Spuren 
desaminiert, aber beide Kurven laufen ziemlich analog, ihr py-Optimum 
ist fast das gleiche. Damit kann die in der vierten Mitteilung an- 
geschnittene Frage, ob Resorcin bei hohem py etwa zu Oxyhydrochinon 
oxydiert und auf diesem Wege zum Katalysator oxydativer Glykokoll- 
desaminierung wird, wohl mit Sicherheit verneint werden, denn die 
Kurve der Glycylglycindesaminierung durch Oxyhydrochinon hat ihr 
Optimum bei etwa py 8 und ist bei py 11 bereits fast zum Nullpunkt 
abgesunken. Beim Resorcin steigt sie (s. Versuch 40) von px 8 erst 
steil an und hat etwa bei py 10 erst ihr Optimum erreicht. Da’ es 
sich auch hier nicht um eine der Desaminierung vorangehende Spaltung 
des Glyecylglycins in Glykokoll handeln dirfte, 14Bt die Wirkungs- 
losigkeit des Resorcins bei Leucylglycylglycin vermuten sowie die ge- 
ringe NH,-Ausbeute aus Glycylglycin im Vergleiche zu der aus Gly- 
kokoll. 


Die neuen Versuche bestarken die in der vierten Mitteilung gemachte 
Annahme, daB der aus Resorcin bei hohem py entstehende Katalysator 
oxydativer Aminoséuredesaminierung eine alizyklische Verbindung mit 
zwei metastindigen Ketogruppen sein diirfte. 


Zusammenfassung. 


Durch Ermittlung der Kurve der py-Abhangigkeit der oxydativen 
Desaminierung von Glykokoll und Glycylglycin durch Oxyhydrochinon 
kann gezeigt werden, daB der Katalyse der Glycylglycindesaminierung 
durch Oxyhydrochinon keine Spaltung des Substrats in Glykokoll 
vorangeht. 


10* 
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Das gleiche wird durch den Nachweis der quantitativen Uberein- 
stimmung der Kurven der Katalyse oxydativer Desaminierung von 
Glycylglycin und Glycylleucin durch Oxyhydrochinon bewiesen. 

Leucylglycylglycin wird auch bei py 6 bis 12 von keinem der ver- 
wendeten Katalysatoren merklich desaminiert. 

Ein Vergleich der Wirkung verschiedener Katalysatoren lehrt 
folgendes: Die endstandige CH,NH,-Gruppe im Glycylglycin ist 
minder ausgiebig fiir die gepriiften Chinone und Resorcin desaminierbar 
als im Glykokoll. Durch eine parastandige OH-Gruppe wird jedoch 
die Wirkgruppe im Brenzkatechin (wohl als Oxyhydrochinon) be- 
fihigt, die CH,NH,-Gruppe des Glycylglycins leichter (reichlichere 
NH,-Ausbeute) zu desamrinieren als die des Glykokolls oder Serins 
(s. Tabelle 11). Doch gilt dies nur fiir ein p,-Bereich von 7 bis etwa 
9 der Lésung. Zwischen py 9 und 11 ist das Gegenteil der Fall. 

Fiir einige der untersuchten Katalysatoren, vor allem das Oxy- 
hydrochinon, ist das py-Optimum der Glycylglycindesaminierung ein 
wesentlich niedrigeres als das der Glykokolldesaminierung und der 
Serindesaminierung. 

Die Versuche mit Resorcin bestarken die schon in der vierten 
Mitteilung geaiuBerte Ansicht, daB der aus Resorcin in alkalischer 
Lésung entstehende Katalysator oxydativer Desaminierung ein Cyclo- 
hexanderivat mit zwei metastindigen Ketogruppen ist. 

Die Versuche zeigen, daB8 es spezifisch wirksame Katalysatoren 
oxydativer Aminosduredesaminierung gibt, durch die innerhalb eines 
pu-Bereiches von 7 bis 8,5 Dipeptide mit reichlicherer N H,-Ausbeute 
desaminiert werden als die diese Dipeptide aufbauenden einfachen 
Aminoséuren. Dies diirfte wohl auch fiir das Studium der biolo- 
gischen Peptiddesaminierung von Bedeutung werden. 
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Beitrag zur Kenntnis der Autoxydation von Doppelbindungen. 


Von 
P. Rona, R. Asmus und H. Steineck. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 8. Mai 1932.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die in den letzten Jahren erschienenen Arbeiten tiber die Autoxy- 
dation ungesattigter Verbindungen beschaftigen sich in der Hauptsache 
mit der Deutung des Reaktionsmechanismus. 


Es wird meistens die Ansicht vertreten, da®8 primar Peroxyde auf- 
treten, die sich teilweise, wenn auch in polymerer Ferm, isolieren 
lieBen, z. B. von Zelinsky und Borissow' bei der Autoxydation von Cyclo- 
hexen. Auch J. Hyman und C. R. Wagner® griinden ihre Messungen tiber 
die Geschwindigkeit der Autoxydation von Amylenen auf die Titration 
des durch peroxydischen Sauerstoff aus Jodwasserstoff ausgeschiedenen 
Jods. Eine andere Theorie gibt G. W. Ellis*. Er nimmt an, da8 primar 
ungesattigte Glykole entstehen, die sich dann weiter zu Oxyketonen 
stabilisieren nach folgendem Schema: 


I. R,—CH = CH—R, + Og — R,—C C—Ry 
| . 
(OH) (OH) 


I. R,—C = C—R, —> R,—C—CH-R, 
(OH) (OK) 0 (OH) 


Uber den Zusammenhang von Autoxydation und Polymerisation, der 
bei Autoxydationsvorgingen von wesentlicher Bedeutung ist, berichten 
Staudinger au. Lautenschldager*. 

Wahrend sich so in den meisten Arbeiten das Hauptinteresse 
den chemischen Vorgingen zuwendet, ist die vorliegende Untersuchung 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 2362 —2365, 1930. 
2 J. amer. chem. Soc. 52, 4345—4349, 1930. 

3 J. Soc. chem. Ind. 45, 193— 199, 1926. 

4 Liebigs Ann. 488, 1—8, 1931. 
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in erster Linie kinetischer Natur. Es ist als Beispiel der zweifach un- 
gesittigte Linolsiuremethylester 
CH, .(CH,),.CH = CH.CH,.CH = CH. (CH,);. COOCH, 


gewahlt, dessen Autoxydation auch von besonderem  biologischem 
Interesse ist. Uber seine Reaktionskinetik liegen bisher noch keine 
exakten Bestimmungen vor. Die Reaktion in ihrem gesamten Verlauf 
zu verfolgen, stéBt auf technische Schwierigkeiten, da die Sauerstoff- 
aufnahme sich sehr langsam vollzieht und Messungen iiber groBe Zeit- 
raume nétig sind. Es wurde daher zunachst untersucht, wie sich die 
Reaktionsgeschwindigkeit durch Zusatz von Fremdstoffen beein- 
flussen laBt. 

Es wurde der EinfluB von Pyridin und Nicotin untersucht in seiner 
Abhangigkeit von der Konzentration der genannten Substanzen und 
der Aziditét des Milieus. Die Wirkung von verschiedenen Eisensalzen 
und der EinfluB sogenannter Inhibitoren wurde untersucht. 

Es folgen dann die eigentlichen kinetischen Messungen. Hier wird 
die Autoxydation des Linolsiuremethylesters als pseudomonomolekulare 
Reaktion charakterisiert. Auf den Resultaten der Kinetik fuBend 
wird dann eine Theorie des Reaktionsmechanismus gegeben. Eine 
vollstandige Klarung der Sekundarprozesse der Autoxydation war nicht 
moéglich, da sich der Aufarbeitung der entstehenden Harze grobe 
Schwierigkeiten entgegenstellten. 


In einer Arbeit iiber katalytische Oxydationen mit Hamin von 
Kuhn und Meyer! zeigen Verfasser, daB Linolsiuremethylester unter 
der Einwirkung von Pyridinhamin oxydiert wird. Sie geben zwei 
Versuche an. In beiden liegen zwei fliissige Phasen vor, die wasserige 
gepufferte Lésung des Pyridinhimins und der in ihr teilweise emul- 
gierte Ester. Die beiden Versuche unterscheiden sich durch den py 
der wiasserigen Phase, und zwar ist einmal ganz schwach saurer 
Puffer (~» = 6,68) und das andere Mal alkalischer Puffer (pq = 9,05) 
verwendet. In beiden Versuchen finden Verfasser, daB die Oxydation 
des an sich autoxydablen Esters durch das Pyridinhémin stark be- 
schleunigt wird; die gefundenen Werte differieren in beiden Ansatzen 
nur wenig. 

Es zeigte sich, daB auch das Pyridin allein eine Bedeutung fiir die 
Oxydationsgeschwindigkeit des Esters hat, die von seiner Konzen- 
tration abhangt. 

Dies diirfte kaum auf der Eigenschaft des Pyridins als Alkali 
beruhen, da ja die alkalische Wirkung stark abgepuffert wird und sich 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 209. 
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auBerdem ergab, daB die Oxydationsgeschwindigkeit des Esters nur 
wenig vom Aziditétsgrad der wisserigen Phase abhangt. 


Der bei den Versuchen verwendete Linolsiuremethylester wurde durch 
Veresterung von Leinélsiure mit methylalkoholischer Salzsiure hergestellt, 
in der tiblichen Weise aufgearbeitet und durch zweimalige Hochvakuum- 
destillation im Stickstoffstrom gereinigt. Siedepunkt 165° unter 0,1 mm 
Druck. Fiir die Oxydation wurde nur die Mittel- 
fraktion benutzt. Das Pyridinhamin wurde nach 
den Angaben von Kuhn und Meyer hergestellt. 
50 mg Haémin aus Ochsenblut wurden mit 2,5 cem 
Pyridin versetzt und mit Wasser auf 50 ccm auf- 
gefiillt. Durch Erwarmen auf dem Wasserbad 
wurde klare Lésung erzielt. Beim Abkiihlen triibte 
sich die Lésung. 

Die Versuche wurden zunachst im Warburgq- 
Apparat ausgefiihrt, und zwar bei 37°. Es wurden 
die kegelférmigen GefaBe mit Einsatz verwendet (Volumen etwa 30 ccm). 
(Abb. 1.) In den Einsatz kam 5°,ige Kalilauge zur Absorption etwa ge- 
bildeter Kohlensaure. 





Abb. 1. 


Die Oxydation wurde mit Luft durchgefiihrt. 


Versuche mit Pyridin. 
Versuch 1. 


la. Ansatz: 0,8ccm Phosphatpuffer (m/15; pu 7.6); 0,2cem H,O; 
0,.3ecm Ester. 





Aufgenommener Aufgenommener 


Zeit Sauerstotf Kontroll- Zeit Sauerstoff Kontroll- 
: versuch . versuch 

Min. emm Min. emm 

10 20,9 18.9 70 94,7 101.6 

30 44,0 47,1 90 121,0 131.5 

50 69,3 73,9 100 139,7 148.5 


Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch betragt auf 20 Minuten 
berechnet etwa 25 cmm. 


Ib. Ansatz: 0,8 cem Puffer wie in la; 0,1 cem H,O; 0,1 cem Pyridinhamin; 
0,3.cem Ester. 








zor || Avigenommencr | zontrot- | zeit | Ariggsommener | xontroll 

, versuch , versuch 
Min. emm Min. emm 

10 | 93,0 83,7 70 540,6 530,5 
20. =| 169,2 162,6 90 685.1 6784 
30 245,1 237,7 100 754,2 751,1 
40 313,7 309,9 110 833,1 828.8 
50 |) 8888 387,6 


Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch betrigt auf 20 Minuten 
berechnet etwa 150 emm. 
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le. Ansatz: 0,8cem Puffer wie in la; 0,lcem H,O; 0,leem 5° ,ige 
wasserige Pyridinlésung; 0,3 cem Ester. 





=P Aufgenommener ‘ ia Aufgenommener ; 
Zeit Soeoratoff Kontroll- Zeit dencrotott Kontroll- 


Min. emm versae® Min. cmm voor 
10 30,4 30,6 70 227,4 231,7 
30 98,7 101,0 90 288,9 800.5 
50 162,7 167,2 110 362,0 374,6 


Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch betragt auf 20 Minuten 
berechnet etwa 65 cmm. 


Daneben ausgefiihrte Versuche zeigten, daB das Pyridin selbst keinen 
Sauerstoff aufzunehmen vermag, und da die Menge des vorhandenen 
Wassers fiir die Geschwindig- 
7,| eit der Oxydation belanglos ist 
500} t rT AT in den Grenzen der vorliegenden 
Abweichungen. 








Die Tabellen, die noch 
durch Abb. 1 veranschaulicht 
werden, zeigen, da die Sauer- 
stoffaufnahme des Esters durch 
0,1 cem Pyridinhémin auf das 
ee 7a | etwa Sechsfache  gesteigert 
err | ita t wird, daB aber auch die in 
0 0 0 0, 30 60 70 30 0 WO 1 0,leem Pyridinhimin — vor- 

Ze/t in Minuten nay 

handene Pyridinmenge schon 
allein eine Steigerung auf das 
etwa 2'/,fache bewirkt. Um 
nun festzustellen, ob die Pyridinkonzentration von Bedeutung ist, 
: wurden wechselnde Pyridinmengen dem Ester zugesetzt und die 
: Sauerstoffaufnahme gemessen. 
- 
, 














Abb. 2. 
(Vgl. Versuch 1a bis ec.) 


Seale seth 


Versuch 2. 


2a. Ansatz: 0,8cem Puffer wie in la; 0,2 cem H,O; 0,3 ccm Ester. 








zeit | Adfgenommener | xontron- | zeit | Amfgenommener x ontroll- 
, versuch . versuch 
Min. emm Min. emm 
10 | 19,7 14,6 9) 177,6 1704 
30 | 59,2 51,6 110 319,0 313,9 
50 99,2 90,8 130 358,1 350,1 
70 |} 138.4 131,4 


Die durchschnittliche Sauerstoffaufnahme betrigt auf 20 Minuten 
berechnet jetzt etwa 40 cmm, wahrend in Versuch la, wo dasselbe Ester- 
praparat verwendet worden war, die Sauerstoffaufnahme in demselben Zeit- 
raum nur 25emm betrug. Das Priparat war zwischen beiden Versuchen um 
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einige Tage gealtert. Es zeigt sich also, wie auch in spateren Versuchen 
bestatigt wurde, daB etwas gealterter Ester sich schneller oxydiert als 
frisch destillierter. Auf die Erklarung dieser Erscheinung wird weiter 
unten eingegangen. 


2b. Ansatz: 0,8 cem Puffer wie in la; 0,l eem 5°, ige wasserige Pyridin- 
lésung; 0,3.cem Ester. 





Aufgenommener Aufgenommener 


Zeit Sauerstoff Kontroll- Zeit Sauerstoff Kontroll- 
versuch F versuch 

Min. emm Min. emm 

10 | 55,9 53,8 50 261,1 248.8 

20 108,8 103,0 70 355,2 338.3 

30 159,4 150.8 80 403.3 384,0 


Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch auf 20 Minuten berechnet 
betragt 100cmm. Die Steigerung auf das etwa 2'/,fache entspricht also 
dem Versuch 1. 


2e. Ansatz: 0,8 ccm Puffer wie in la; 0,1 cem 50° ,ige wasserige Pyridin- 
lésung; 0.3 cem Ester. 








‘ versuch ‘ versuch 
Min. emm Min. emm 

10 73,4 72,9 50 398.0 391,5 
29 153,9 145.6 60 485,7 464.4 
30 236.6 234,0 70 576.3 549.2 
49 313.8 397.6 80 667.1 634.1 


Bei dieser héheren Pyridinkonzentration tritt eine neue Erscheinung 
auf. Wahrend bei den bisherigen Versuchen die in der Zeiteinheit auf- 
genommene Sauerstoffmenge im Verlauf der Versuche nahezu konstant 
blieb, die Oxydationskurve also ziemlich geradlinig verlief, steigt bei 
den Versuchen, wo gréBere Pyridinmengen zugesetzt worden sind, die 
in der Zeiteinheit aufgenommene Sauerstoffmenge allmahlich an. So 
betrug im vorbeschriebenen Versuch die in den ersten 20 Minuten 
aufgenommene Sauerstoffmenge rund 150cmm; dieser Wert  stieg 
kontinuierlich, und am Ende des Versuchs war die in 20 Minuten auf- 
genommene Sauerstoffmenge auf 200 cmm gestiegen. 
2d. Ansatz: 0,8cem Puffer wie in la; 0,l) cem H,O; 0,leem Pyridin; 

0,3.ecm Ester. 








zen || Anigerommener | Konteoll- a) Kontroll- 
4 versuch , versuch 

Min. emm Min. emm 

10 80,2 76,2 70 650,1 621,4 
20 166.5 159.4 80 756.6 723.9 
30 259.5 2442 90 869.7 837,6 
40 357.4 332.2 100 983.8 946.8 
50 443.2 425.4 110 1104.5 1052.7 
60 545.9 523.2 120 1230.5 1174.3 
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Auch hier nimmt die Oxydationsgeschwindigkeit wahrend des Versuchs 
zu, und zwar steigt die auf 20 Minuten berechnete Sauerstoffmenge von rund 
170¢mm im Anfang des Versuchs innerhalb von 2 Stunden auf 250 emm. 


Die Versuche 2a bis 2d zeigen, daB eine Abhangigkeit der Oxy- 
dationsgeschwindigkeit des Esters von der zugesetzten Pyridinmenge be- 
steht. Eine Erhéhung der Pyridinmenge von Versuch 2d (0,1 cem Pyridin) 
auf das Doppelte brachte keine merkliche Steigerung der Oxydations- 
geschwindigkeit mehr. Es scheint also fiir die Oxydationsgeschwindig- 
keit des Esters eine optimale Pyridinmenge zu geben. 

Um diese Verhaltnisse zu veranschaulichen, wurde eine Kurve 
gezeichnet (Abb. 2), die als Abszisse die Pyridinmenge enthalt, als 
Ordinate die Oxydationsgeschwindigkeit. 
Letztere wird gemessen durch den Sauer- 
stoffverbrauch in der ersten Stunde. 

Bei den vorbeschriebenen Versuchen 
zeigte sich, daB nicht mehr ganz frischer 
Ester sich schneller oxydierte als eben destil- 

















S lierter. Ferner stieg bei den Versuchen, wo 
2 + 6 8 27 . yy “a *° 

Pyridinmenge:4~G.01¢cm infolge Zusatzes gréBerer Pyridinmengen 

Abb. 3. betrichtliche Sauerstoffmengen aufgenom- 

Abhingigkeit der Oxydations- men wurden, im Laufe des Versuchs die in 

geschwindigkeit von der er P P . , 

Pyridinmenge. der Zeiteinheit absorbierte Menge Sauerstoff 


an, so dafB die Oxydationskurve zur Abszisse 
konvex verlief. Hier zeigt sich also wahrend des Versuchs eine Er- 
héhung der Oxydationsgeschwindigkeit. Diese beiden Erscheinungen 
diirften in engem Zusammenhang stehen, da der nicht mehr ganz 
frische Ester eben schon etwas anoxydiert war und sich infolgedessen 
etwas schneller weiter oxydierte als der eben destillierte. Nun stellen 
die Zeiten, in denen die Beobachtungen stattfanden (meist etwa 
2 Stunden), nur einen Bruchteil der Zeitdauer der Gesamtoxydation 
dar, und spater beschriebene Versuche, die sich iiber mehrere Tage 
erstreckten, zeigen, daB die Zunahme der Oxydationsgeschwindigkeit 
sich nicht dauernd fortsetzt. Vielmehr setzt nach mehreren Stunden 
ein Absinken der Oxydationsgeschwindigkeit ein. Nach vielen Tagen 
wird die Sauerstoffaufnahme schlieBlich unmeBbar klein. Es liegt also 
eine Induktionsperiode vor, und die Kurve der Oxydation zeigt die so- 
genannte 8-Form. Auf die Deutung dieser Kurvenform wird spater 
bei den Versuchen iiber negative Katalysatoren eingegangen. 
Es wurde weiter untersucht, ob das dem Pyridin chemisch nahe- 
stehende Nicotin, das auch schon von Krebs! im Nicotinhamin zur Sauer- 
stoffiibertragung benutzt wurde, ahnliche Wirkung wie Pyridin zeigt. 


1 Diese Zeitschr. 193, 347, 1928. 











ichs 
und 
nm. 


Xy- 
be- 
lin) 
ns- 
lig- 


rve 

als 
pit. 
er- 


en 
her 
til- 
wo 
ren 
m- 

in 


off 


en 
en 
Va 
on 
ge 
nit 
en 
en 


SO 





Zur Kenntnis der Autoxydation von Doppelbindungen. 155 


Das verwendete Nicotin von Kahlbawm wurde vor der Verwendung 
zweimal im Vakuum im Stickstoffstrom iiber Atzkali destilliert. Die ver- 
wendete Lésung Nicotin—Hamin wurde analog dem beschriebenen Pyridin 
—Hamin dargestellt. Bei gleichbleibender Ester- und Pufferkonzentration 
wurde die zugesetzte Nicotinmenge variiert. 


Versuche mit Nicotin. 
Versuch 3. 


3a. Ansatz: 0,8 ccm Puffer wie in la; 0.2 cem H,O; 0,3 cem Ester. 





Poa Aufgenommener ae Aufgenommener . 

Zeit Sauerstoff Kontroll- Zeit Sauerstoff Kontroll- 
; versuch versuch 

Min. emm Min. emm 


10 27,8 26,1 60 203,0 198.5 
20 61,2 57,2 70 237.9 231,7 
30 95,1 92.1 80 272.1 265.6 
40 132, 127,5 99 308.3 302.9 
50 163,3 158.6 





Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch betragt auf 20 Minuten 
berechnet etwa 60 cmm. 


3b. Ansatz: 0,8ccem Puffer wie in la; 0,1 com H,O; 0,lcem 1” ige 
wasserige Nicotinlésung; 0,3 ccm Ester. 








zeit || Atigenommener | xontron- | zeit | ANigerommener | Kontroll- 
; versuch F versuch 
Min. emm Min. emm 
10 68,3 68,5 70 519.9 509,2 
20 140.7 139,0 80 603,1 590,5 
30 214.8 211,4 90 681,3 665,5 
40 291,7 285,7 100 769,5 740.8 
50 362,0 354.8 110 841.0 820.3 
60 440,2 432.0 


Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch auf 20 Minutén berechnet 
betragt etwa 150cmm; ein Zusatz von 0,003°,, Nicotin zum Ester setzte 
also dessen Oxydationsgeschwindigkeit auf das 2'/,fache herauf. 


3c. Ansatz: 0,8 ccm Puffer wie in la; 0,1 cem H,O; 0,1 com 5° jige wasserige 


Nicotinlésung; 0.3 cem Ester. 








d " y, eno e 8: 
zeit | ““ESterstof’ | mithientin | Zeit | “"Sauerstom | mit Nieott 
Min. emm allein Min. | cmm allein 
10 110.6 0 70 760,2 0) 
20 223.4 0 80 861.4 0 
30 337,0 0 90 962.8 0) 

40 448.6 0 100 1056,4 () 
50 552.6 0 110 1149.0 0 
60 658.8 0 
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Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch auf 20 Minuten berechnet 


betragt etwa 200 cmm. 


3d. Ansatz: 0,8cem Puffer wie in la; 0,lcem H,O; 0,lcem 50° ige 


wasserige Nicotinlésung; 0,3. cem Ester. 





Aufgenommener 


Zeit Sauerstoff 
Min. emm 
10 150,0 
20 279.0 
30 402.5 
40 509,3 
50 609,2 
60 707,4 


Kontroll- 
versuch 


148,9 
278.0 
401,6 
510,6 
608,5 
704,3 





Zeit 
Min. 


70 
80 
90 
100 
110 


Aufgenommener 
Sauerstoff 
emm 


794,9 
878,1 
956.5 
1033,4 
1108.0 


Kontroll- 
versuch 


792,3 
872.8 
951,9 
1027,9 
1100.8 


Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch auf 20 Minuten berechnet 
betrug anfainglich 300 emm, ging aber im Laufe von 2 Stunden kontinuierlich 


zuruck bis auf 150 ¢mm. 


3e. Ansatz: 0,8ccm Puffer wie in la; 0,1 cem H,O; 0,1 ecem Nicotin; 


0.3.cem Ester. 





‘ Aufgenommener 
Zeit £ 


Sauerstoff 
Min. emm 
10 148.5 
20 289.9 
30 414.6 
40 530.2 
50 640.2 
60 736.1 


Kontroll- 
versuch 


157,3 
303,1 
433.1 
550.4 
661,5 
761.9 





Zeit 
Min. 


70 
80 
90 
100 
119 
120 


Aufgenommener 
Sauerstoft 


cmm 


824,1 
912.1 
991.0 
1074.7 
1151,1 
1225.5 


Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch auf 20 Minuten 
betrigt zu Anfang etwa 300 cmm, zuletzt etwa 150 emm. 


Kontroll- 


versuch 


852,2 
939,0 
1024,6 
1105,4 
1183,8 
1260,8 


berechnet 


3f. Ansatz: 0,8 ccm Puffer wie in la; 0,1 cem H,O; 0,1 cem Nicotinhamin ; 
0.3. cem Ester. 





ate Aufgenommener 
Zeit 8 


Sauerstoff 
Min. cmm 
10 199.4 
25 442.3 
30 511.4 
40 647.5 
50 775.3 


Nieotin- 
hamin 
allein 


0 
0 
0 
0 
0 


Min. 





Zeit 


60 
70 
80 
99 


Aufgenommener 
Sauerstoff 
emm 


888,6 
994.6 
1109.5 
1196,6 


Nicotin- 


himin 
allein 


Der durchschnittliche Sauerstoffverbrauch auf 20 Minuten berechnet 
betragt anfangs 400 cmm, zuletzt 200 cmm. 
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Zusammenfassung der Versuche 3a bis 3f. 


Sowohl Nicotinhamin als auch Nicotin allein zeigen beschleunigende 
Wirkung auf die Oxydation des Esters. Es bestehen aber groBe Unter- 
schiede gegeniiber der Pyridinwirkung. So wirkt Nicotin schon in sehr 
kleinen Mengen relativ stark. Wenn man aber die Nicotinmenge erhdht, 
um die absolut genommen nur geringe Beschleunigung der Oxydations- 
geschwindigkeit zu steigern, so erfahrt die Oxydationsgeschwindigkeit 
zwar anfinglich eine groBe Steigerung, die aber nach einiger Zeit 
rapide zuriickgeht. So besteht z. B. nach 2 Stunden kein Unterschied 
mehr hinsichtlich der Oxydationsgeschwindigkeit zwischen dem Ver- 
such mit 0,001 und dem Versuch mit 0,1 cem Nicotin. 

Nicotin allein erwies sich als nicht durch molekularen Sauerstoff 
oxydierbar. Jedoch spricht dies nicht dagegen, daB in Gegenwart des 
Esters halftige Verteilung des Sauerstoffes auf Ester und Nicotin statt- 
findet, so daB das Nicotin allmahlich oxydiert wird und seine Menge 
abnimmt. Demzufolge muB auch die Wirkung des Nicotins abnehmen. 

Die geschilderten Versuche zeigen, daB geeignet dosierte Zusitze 
von Pyridin und in geringerem MaBe auch Nicotin imstande sind, die 
Oxydationsgeschwindigkeit des Linolsiuremethylesters betrachtlich 
heraufzusetzen. Es wurde hierbei immer in zwei Phasen gearbeitet. 
Es soll nun in den folgenden Versuchen gezeigt werden, inwieweit 
bei einem bestimmten Pyridinzusatz die Oxydationsgeschwindigkeit 
abhangig von der Wasserstoffionenkonzentration der wisserigen 
Phase ist. 


Versuche bei verschiedenem p,. , 
Die Versuche wurden folgendermaBen durchgefiihrt. Zunachst wurde 


der Ester mit dem Puffer gemischt im Warburg geschiittelt und die Sauer- 
stoffabsorption messend verfolgt. Nach einiger Zeit wurde mittels des 


4a. Ansatz 1: 1,0cem Puffer (py 2.0); 0.2cem Ester. 
a sao * (on = 3,0); 0,2 ,, 
e ie eg m= (pu = 4,0); 0,2. ,, sa 
- 4: 10 ,. a (py = 5,0); 0,2 ,, on 


Differenzwerte in Millimeter Brodie von 10 zu 10 Minuten. 





Zeit Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 
Min. 

10 15,7 13,3 16,8 16,4 
20 17,0 14,9 17,5 18.6 
30 19,0 17,0 17,3 17,3 
40 19,5 17,4 19,8 17,3 
50 17,5 15,6 15,6 18,0 
60 17,9 16.8 18,7 16,9 


Mittel: 18.2 163 178 17.6 
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Nach Pyridinzusatz: 
om Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 
Min. 
10 30.3 28,7 30,0 31,2 
20 33,0 30,2 34,0 35.2 
30 35,7 34,0 35,1 32.9 
40 34,8 32.8 34.8 37,2 
50 35,6 34,2 37.5 38,6 
Mittel: 348 32.8 35.4 36.0 
Steigerung: 91% 101% 99% 105°, 
Pu: 2 3 4 5 
4b. Ansatz 1: 1,0cem Puffer (px = 7,2); 0,2 cem Ester. 
2: 1,0 (px 7,4); 0,2 
3: 1,0 (px = 8,2); 0,2 





Zeit 
Min. 


10 
20 
30 
40 


Mittel : 


10 
20 
30 


Mittel: 


Steigerung: 


Pu: 


4e. Ansatz 1: 1.0ccem Puffer (px 


Ansatz 1 


—Doe Re 
S | Pos 
“I Oro 


— 
-_ 
~_ 


Ansatz 2 


20.6 
21.0 
25.1 
21,2 


22,0 


Nach Pyridinzusatz: 


103.7 

98.3 
101.2 
101.1 


432°, 
7,2 


109,8 
107,3 
107,7 
1083 


392 % 
7.4 


Ansatz 3 


20,5 
20,4 
23,4 
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= 6,4); 0,2 cem Ester. 





2: 1,0 - (pu 7,4); 0,2 

3: 10 (px 8.6); 0,2 
Zeit Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 
Min. 
10 17,0 22.9 26.6 
20 17,1 21,7 24.3 
30 18,4 21,5 26.4 
40 22,9 27,9 30,2 
50 19,1 21,6 26,1 
Mittel: 18.9 23,1 26,7 

Nach Pyridinzusatz: 
10 101,3 106,7 89,6 
20 99,5 103.8 85,0 
39 a 98,0 105.0 87,9 
Mittel: 99,6 105.2 87,5 
Steigerung: 427 % 355 228 % 

Pu: 6,4 74 8.6 
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4d. Ansatz 1: 10cem Puffer (py = 8,0); 0.2 cem Ester. 





- Bs 3M. os - (pu 9,0); 0,2 
we Ee os os (PH 9,6); 0,2 

Zeit Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 

Min. 

15 30.1 35.1 35,2 

Nach Pyridinzusatz: 

15 126,2 102.3 101,6 
Steigerung: 319% 192°, 189 % 

Pu: 8,0 9.0 9.6 


seitlichen GefaBansatzes em Tropfen Pyridin hinzugefiigt (Pyridinkonzen- 
tration auf das Gesamtvolumen etwa m/12) und wieder die Sauerstoff- 
absorption gemessen. Es wurden dann die Werte vor und nach dem 
Pyridinzusatz gemittelt und die prozentuale Zunahme der Oxydations- 
geschwindigkeit berechnet. Die vorstehenden angegebenen Beob- 
achtungswerte sind in Millimeter Brodie angegeben. Eine Umrechnung 
in Kubikmillimeter eriibrigte sich. Als Puffer wurde Veronalpuffer 
benutzt, der erméglicht, in einem ziemlich groBen Bereich zu arbeiten. 
Fiir die starker sauren Gemische wurde Citratpuffer benutzt (Molaritat 
des Puffers etwa m/5). 

Die Versuche zeigen, da die Oxydationsgeschwindigkeit des 
Esters allein (bei Abwesenheit von Pyridin) nicht wesentlich durch 
den py des zugesetzten Puffers beeinfluBt wird, daB aber die Wirkung 
des Pyridins stark vom py des Puffers abhangig ist. Es sind noch einmal 
die Werte zusammengefaBt: 





pu 2.0 3,0 4.0 5,0 6,4 7,2 

Steigerung in % 91 101 99 105 427 432 

Pu 7.4 8,9 8.2 8.6 9,0 9.6 

Steigerung in °%, 392 319 277 228 192 189 
(355) 


Diese Zahlen kénnen keinen Anspruch auf groBe Genauigkeit 
als Einzelwerte machen; sie zeigen aber doch deutlich ein Optimum 
der Pyridinwirkung in der Nahe des Neutralpunktes und ein Abnehmen 
der Wirkung nach beiden Seiten, starker im sauren als im alkalischen 
Milieu. 


Andere Substrate mit Doppelbindungen. 


Um zu untersuchen, ob die férdernde Wirkung von Pyridin bzw. 
Nicotin auch bei der Autoxydation anderer ungesittigter Substrate 
zutage tritt, wurden Versuche mit der dreifach ungesattigten Linolen- 
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siure und der einfach ungesattigten Olsiure unternommen. Es zeigte 
sich bei der Oxydation der Olsiure nur eine ganz geringe Wirkung des 
Pyridins, dagegen wurden die von der Linolensiure aufgenommenen 
Sauerstoffmengen durch Pyridinzusatz mehr als verzehnfacht. Nicotin 
zeigte in beiden Fallen nur geringe Wirkung, im zweiten sogar schwach 
negative Wirkung. 


Linolensdure. 





5a. Ansatz 1: 0,5ccem Linolenséure; 0,1 cem H,O. 

22'E,S vs v 0.1 ,, H,O; 0,1 cem Pyridin. 
3: O68 a = 0,1 , H,O; 0,1 ,, Nicotin. 

Zeit Sauerstoffverbrauch in 

Min Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 

10 0,6 122,2 22,8 

20 39 241,3 44.4 

30 8,1 369.4 64,5 

40 12,3 501,1 75,6 

50 20,7 650,8 97,5 

60 31,2 797,4 117.9 

70 40,8 950,1 138,9 

80 46,5 1102.5 151,2 

99 55,8 1258,2 165.6 

109 63,0 1407,0 184.2 

110 71,1 1556.4 199,2 


Olsdure. 


5b. Ansatz 1: 1,0cem Olséure; 1,0 cem H,0O. 








so 190 ,, ” 10 ., H,O; 0.leem Pyridin 
eo 42 i a 10 ., H,0: 0,1 ,, Nicotin. 
Zeit ——|| Sauerstoffverbrauch in 
Min.  Ansatz 1 Ansatz 2 | Amsatz 3 
20 12,0 22,5 7,2 
40 36,4 55,0 24,3 
60 52,6 81,7 31,2 
80 84,1 125,8 54,0 
100 98,2 154,0 61,8 
Nach 4 Stunden wieder gemessen. 
20 15,6 51,0 12,0 
40 49.2 105,6 27,0 
60 72,0 154,8 36,9 
80 99,6 208,8 49,2 
100 122.4 252.6 57,3 


Die vorbeschriebenen Versuche zeigen, daB auf die Autoxydations- 
geschwindigkeit des Linolsiuremethylesters nicht nur Pyridinhamin 
und Nicotinhimin von groBem Einflu8 sind, sondern auch die reinen 
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Verbindungen Nicotin und besonders Pyridin. Auch sie allein ver- 
mégen als Zusatz zum Ester dessen Oxydationsgeschwindigkeit be- 
trachtlich heraufzusetzen. Es wurde ferner gezeigt, daB die Wirkung 
genannter Verbindungen sich nicht auf die Autoxydation des Linolesters 
beschrankt, sondern auch in mehr oder weniger hohem MaBe fiir die 
Autoxydation anderer Verbindungen mit Doppelbindungen gilt. Weiter- 
hin ergaben die Versuche, daB die Wirkungen des Pyridins und Nicotins 
stark abhangig sind von ihrer Konzentration sowie von der Aziditat 
des Milieus. 

Uber die Art, wie man sich die Wirkung der Zusatze erklaren kann, 
sowie tiber die erste Phase des Reaktionsmechanismus der Autoxydation 
gibt das Studium der negativen Katalyse eine Aufklérung. Hiermit 
beschaftigen sich die nachsten Versuche. 


Hemmungskor per. 
Es ist eine bekannte Tatsache, daB bei der Oxydation (Ranzig- 
werden) von Fetten und Olen gewisse Substanzen hemmend wirken, 








die man daher manchmalalsKonservierungs- sv, no 

mittel benutzt. Es sind dies aromatische — 4: LA 
Substanzen, die Hydroxyl. oder Amino- £ sw, p+ et 
gruppen am Kern tragen. Schon in sehr 2% een 
kleinen Konzentrationen hemmen sie bis- — | 1 sheet or 
weilen die Oxydation fast vollstandig. Man Pe me ae 
bezeichnet sie daher als negative Kata- Zeit in Minuten 
lvsatoren oder Inhibitoren. Solche Ver- Abb. 4. 
bindungen wurden auch dem Linolsiure- yng ——. 


methylester zugesetzt mit dem Erfolg, dab 

die Oxydation fast vollkommen abgedrosselt wurde. Die Verhialtnisse 
bei einem Versuch, in dem dem Ester etwa 1°,, Diphenylamin zugesetzt 
war, zeigt folgende Tabelle, die durch Abb. 4 veranschaulicht wird. 


Diphenylamin. ¢ 


6. Ansatz 1: 0.3 cem Ester. 





oo 23 OS 9 0,1 cem Pyridin. 
oa > ORB se. vs O38. “ 3,0 mg Diphenylamin. 
gu WE BB op oe 3,0 mg Dipheny:amin. 
Zeit Sauerstoffverbrauch in 
Min. ~ Ansatz 1 ~ Ansatz 2 “‘Ansatz 3 Ansatz 4 
20 65 239 14 10 
30 96 359 16 12 
40 127 485 22 13 
59 161 619 27 17 
60 195 748 31 28 
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Die durch die vorangehende Tabelle und die Abb. 3 wiedergegebenen 
Verhaltnisse stellten sich aber, was Ansatz 3 und 4 betrifft, erst nach 
einiger Zeit ein (etwa 30 Minuten). In dem Ansatz 4, wo Ester mit 1°, 
Diphenylaminzusatz vorlag, war zu Anfang nicht nur keine Sauerstoff- 
absorption zu bemerken, sondern sogar eine Sauerstoffentwicklung. 
Diese betrug allerdings nur wenige Kubikmillimeter und ist daher 
leicht zu tibersehen, falls man nicht mit einer so empfindlichen Methodik, 
wie es die Warburgsche ist, arbeitet. Diese Entwicklung wurde auch 
in mehrmals wiederholten Versuchen beobachtet. Die Erscheinung 
ist nun geeignet, auf den Reaktionsmechanismus und auf die Wirkung 
der Antioxygene Licht zu werfen. Die Annahme ist folgende: Die erste 
Phase des Reaktionsmechanismus besteht darin, daB sich molekularer 
Sauerstoff mit dem zweifach ungesattigten Ester zu einer lockeren 
Anlagerungsverbindung vereinigt. Diese Verbindung ist sehr unbestandig 
und stabilisiert sich schnell zu einer anderen zunachst noch unbekannten 
Sauerstoffverbindung des Esters. Zwischen dieser stabilen und der 
labilen Verbindung besteht ein Gleichgewichtszustand, der praktisch 
vollkommen suf der Seite des stabilen Produktes liegt. So ist in jedem 
Zeitpunkt nur eine ganz geringe Menge der primar entstehenden An- 
lagerungsverbindung vorhanden. 

Die Wirkung des Diphenylamins ist nun eine gewissermaBen 
katalatische. Die gebildeten Anlagerungsverbindungen werden in ihre 
Ausgangsprodukte zerlegt, so daB scheinbar gar keine Einwirkung des 
Sauerstoffs auf den Ester stattfindet, sofern eine gewisse Minimal- 
konzentration des Antioxygens vorhanden ist. 

Eine ahnliche Ansicht iiber die Wirkung von Antioxygenen duBern 
auch Mouwreu und Dufraisse!. Sie nehmen folgendes an: Aus oxydabler 
Substanz und molekularem Sauerstoff bildet sich zunachst eine Verbindung 
nach dem Schema A + O, = AO,. Diese Verbindung reagiert mit dem Anti- 
oxygen B folgendermaBen: AO, + B = AO + BO und weiter AO + BO 
=A+B+ O,. 

Nun enthalt der mit Diphenylamin versetzte Ester, der ja bei den 
mit ihm vorgenommenen Manipulationen schon geringe Mengen Sauer- 
stoff aufnehmen konnte, die dem oben angenommenen Gleichgewichts- 
zustand entsprechende sehr geringe Menge des Primarproduktes der 
Autoxydation. Daher muB das Diphenylamin dieses Anlagerungs- 
produkt zerstéren, so daB notwendigerweise zunachst eine Gasentwick- 
lung stattfinden muB. 

Nun wurde im Ansatz 3, wo Ester mit Pyridin und Diphenylamin 
vorlag, zu Beginn ebenfalls eine Gasentwicklung beobachtet, die ein 
Mehrfaches derjenigen von Versuch 4 betragt. Im Einklang mit der 


1 J. Soe. chem. Ind. 47, 819—828, 1928. 
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eben gegebenen Theorie laBt sich also sagen, daB das Diphenylamin 
im System Ester—Pyridin eine gréBere Menge der Primaranlagerungs- 
verbindung vorfand und seiner Wirkung gemaB zersetzte. Die Wirkung 
des Pyridins, mit deren Untersuchung und Messung sich die vor- 
beschriebenen Versuche im wesentlichen befaBbten, wiirde demnach 
eine konservierende fiir das Primarprodukt sein. 

Die Tatsache, daB Pyridinzusatz die Autoxydation des Linol- 
siuremethylesters betrachtlich beschleunigt, und die aus Beobachtungen 
gefolgerte Annahme, da Pyridin fiir die Primaranlagerungsverbindung 
bis zu einem gewissen Grade konservierend wirkt, laBt sich durch fol- 
gende Theorie kombinieren: 

Die Autoxydation des Linolsiuremethylesters ist eine autokata- 
lytische. Den Autokatalysator stellt das primar entstehende Sauerstoff- 
anlagerungsprodukt dar, welches sehr labil ist. Bis zu einem gewissen 
Grade ist die Geschwindigkeit der katalysierten Reaktion von der 
Konzentration des Katalysators abhingig. Da der Katalysator im 
vorliegenden Falle’ sehr labil ist, kann *r sich nur in begrenzter 
Weise anreichern. Diese Anreicherungsperiode wiirde bei der Oxydation 
als Induktionsperiode beobachtet werden. Der EinfluB des Pyridins 
bestiinde demnach darin, daB es den Autokatalysator in gewissem 
MaBe konservieren kann und so die Oxydationsgeschwindigkeit herauf- 
setzt. 


Eisenkatal yse. 

Untersucht wurde die Wirkung verschiedener Eisensalze fiir die 
Autoxydation des Linolsiuremethylesters. Die Eisensalze wurden als 
verdiinnte Lésungen dem Ester zugesetzt, so daB die Eisenmenge sich 
etwa in der GréBenordnung von 0,1 bis 0,001°, der Estermenge be- 
wegte. Benutzt wurden: Ferrisulfat, Mohrsches Salz, Ferrocyan- 
kalium, Nitroprussidnatrium, zitronensaures Eisenoxydammon und 
Tridipyridylferrosulfat. Die Salze zeigten keinen EinfluB auf die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit des Esters. Hier sei auch erwaihnt, dai auch 
das freie Dipyridyl («-«) keine Wirkung zeigte. Dagegen wurde eine 
Ubertragerwirkung bei einigen Organo-Eisen-Pyridin-Komplexen ge- 
funden, die von EL. Emmert und R. Jarczynski! beschrieben worden 
sind. Dort wird auch schon darauf hingewiesen, daB die beschriebenen 
Komplexe bei ihrer Eigenoxydation an manche oxydable Substanzen, 
z. B. Alkohol, Sauerstoff iibertragen. Dies konnte am Beispiel des 
Linolséureesters bestitigt werden, wo durch Zusatz geringer Mengen 
der betreffenden Verbindungen [Eisen (2)-Salicylaldehyd-Pyridin und 
Eisen (2)-Acetonylaceton-Pyridin] die Sauerstoffaufnahme stark erhéht 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 64 (161), 1072, 1931. 
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wurde. Besonders gut wirksam erwiesen sich naturgemaB die pyri- 
dinischen Lésungen der Komplexe. Die Eigenoxydation der Substanzen 
war nur gering. 
7a. Ansatz 1: 10cem H,O; 0,2 cem Ester. 
2: 1,0 . BO; 02 ., as I mg Eisen (2)-Salicylaldehyd- 
Pyridin. 
3: 1,0 ., H,O; 1 mg EKisen(2)-Salicylaldehyd-Pyridin. 





Zeit Sauerstoffaufnahme in 

Min. Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 
10 27.6 86,6 7,0 
20 41.5 151,4 10,0 
30 60,2 223,2 10,8 
40 82,0 295,2 14,8 
59 98,2 372.4 16,8 
60 118,4 441.4 18.4 
70 136,2 507,0 18,5 
80 158,0 577,0 23,3 


1: 10cem H,O; 0,2 ccm Ester. 
2: 1,0... By; O2 ., ¥ 10cem Fe-A-P. 
3: 1,0 ,, Fe-A-P. 
Fe-A-P soll bedeuten eine Lésung von 0,1 g Eisen(2)-Acetonylaceton- 
Pyridin in 200 cem 5°. iger Pyridinlésung. 


7b. Ansatz 


. 








Zeit Sauerstoffaufnahme in 

Min.  Ansatz 1 Ansatz | ie cits " Ansatz 3 ' 

10 15,3 213,0 Keine merkliche Oxydation. 

20 30,0 416.8 Wahrscheinlich hatte sich die 

30 47,2 6374 Eisenverbindung schon vor Be- 

40 67,2 883,2 ginn der Messung oxydiert. (Vor 
. 50 86,0 1101,8 Beginn der Messung 15 Minuten 

60 104,3 1267.6 Schitteln im Thermostaten fiir 

70 122.7 1422.8 Temperaturausgleich. ) 

80 140,6 1567,8 

Kinetik. 


Wiahrend bei den vorausgehenden Versuchen untersucht wurde, 
welchen EinfluB der Zusatz verschiedener Stoffe fiir die Oxydations- 
geschwindigkeit des Linolsiuremethylesters hat, wobei immer nur ein 
Bruchteil des gesamten Oxydationsverlaufs beobachtet wurde, soll 
im folgenden der Gesamtvorgang der Oxydation kinetisch untersucht 
werden. Zugleich soll der Versuch unternommen werden, den Chemismus 
der Autoxydation zu kliren. Die Oxydationsansaitze werden in der 
nachstehend skizzierten Apparatur durchgefiihrt. 


In den Reaktionskolben ist bei s ein Einsatz eingeschliffen, der seiner- 
seits einen Riihrer enthalt, welcher durch die Schliffe s, und s, gehalten 
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wird. Um das Volumen des GefaBes ganz konstant halten zu kénnen, mu 
der Rithrer unverriickbar sein. Dies wird durch die Feder / und die halb- 
kugelférmige Ausfiihrung des Schliffes s, erreicht. Die Apparatur ist hoch- 
vakuumdicht, auch wahrend der Riihrer in Wetrieb ist. Es kann im 
strémenden System gearbeitet werden; der Gasstrom tritt dann bei a ein, 
nimmt den durch die Pfeile bezeich- 

neten Weg und verlaBt dann die . 
Apparatur bei d. Fiir die kineti- =/ 
schen Versuche wurde bei d eine 
Vorlage mit Kalilauge angebracht 
und dann verschlossen, @ wurde 
mit einer Gasbiirette verbunden, 
in der wahrend des Versuchs 
durch dauerndes Nachstellen des 
NiveaugefaéBes der Gasdruck kon- 
stant gehrlten wurde. Eine auto- 
matische Regulierung des Gas- Pri 
drucks eriibrigte sich wegen der i 
Langsamkeit der Reaktion. Die 
Apparatur, die ganz aus Glas be- 
steht. befand sich in einem grdBen 
elektrisch geheizten Thermostaten. 
Da der Riihrer naturgemaB keinem 
starken Zug ausgeset zt werden darf, 
wurde er nicht vermittelst einer 
Rolle. sondern eines Schnecken- 
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getriebes bewegt. Die Tourenzahl Abb. 5 
wurde durch einen Widerstand Versuchsgefiis. 


reguliert. Durch standiges Rithren 
wahrend der Versuche wurde dafiir gesorgt., daB stets das gesamte F lissig- 
keitsgemisch mit Sauerstoff gesattigt war, eine unerlaBliche Vorbedingung 
fiir das Gelingen einer kinetischen Messung. Die verwendete Gasbiirette 
hatte ein Volumen von 100 cem, sie wurde mit reinem Sauerstoff gefiillt. 
Als Sperrfliissigkeit diente Wasser. 

Versuch 1. 


Zunichst wurde im ReaktionsgefaB, das in den angeheizten Thermo- 
staten gebracht war, die Luft durch Sauerstoff verdraingt. Dann wurde 





Temperatur 


Zeit Biirettenstand Differenzwerte an der Biirette 
Std. ecm °C 
0 100.8 0 93.0 
1 100.7 0.1 23,0 
2 99,8 09 22,1 
4 98.3 1.5 22.9 
4 96.8 1,5 22.8 
5 95,1 1.7 22.0 
) 93.6 1,5 22.0 
7 92.4 1,2 22.0 
8 91,7 0.7 22.0 
i) 91,0 0,7 22.2 
10 89.5 1.5 23.9 
11 87,8 1.7 23.9 








ao 
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das GefaB tiber a mit der Sauerstoffbiirette verbunden. Durch d wurden 
2 ccm Ester eingebracht. Zunachst war eine Volumenvermehrung zu beob- 
achten. Nach etwa 10 Minuten ist Temperaturausgleich eingetreten. Das 
Volumen blieb jetzt kurze Zeit konstant, um dann abzunehmen. Zu diesem 
Zeitpunkt wurde mit der Messung begonnen, nachdem das Gas auf Atmo- 
spharendruck gebracht war. Die Badtemperatur betrug 37,0°. Es wurde 
mit einer Tourenzahl von 25 pro Minuten geriihrt. (Vgl. Tabelle auf S. 165.) 

Wiahrend der nachsten Stunden wurde der Versuch nicht beobachtet. 
die Heizung des Thermostaten eingestellt, so daB die Temperatur allmahlich 
auf Zimmertemperatur sank; das Riihrwerk wurde abgestellt, so daB die 
Oxydation nur noch an der Oberfliche der Fliissigkeit stattfand, und das 
NiveaugefaéB der Biirette wurde nicht nachgestellt, wodurch im Gefa 
und in der Biirette Unterdruck entstand. Infolge dieser Faktoren ging die 
Sauerstoffabsorption stark zuriick. Nach 11 Stunden betrug der Biiretten- 
stand 85,0 ccm, d.h. im Durchschnitt war pro Stunde 0,25 cem Sauerstoft 
verbraucht. 


Der Versuch wurde nun unter den Anfangsbedingungen fortgefiihrt. 





ma" ‘. Temperatur 
Zeit Biirettenstand I 


Differenzwerte an der Biirette 

Std. ecm oC 

22 85,0 23,0 
23 82.8 2,2 23.0 
24 » 80,5 *23 22.5 
25 77,4 3.1 22.5 
26 74.6 2.8 19,5 
27 73,6 1,0 21,9 
28 72,1 15 22.2 
29 70,0 21 22 4 


Apparatur abgestellt, siehe oben. Nach 47 Stunden betrug der Biiretten- 
stand 66,7 cem. 


Wenn man versuchsweise annimmt, da pro Doppelbindung 
ein Mol Sauerstoff aufgenommen wird, so wiirde sich pro Kubikzenti- 
meter Ester etwa 150 ccm Sauerstoff berechnen. Die Oxydations- 
geschwindigkeit ist also sehr gering, denn innerhalb von etwa 50 Stunden 
wurde erst der zehnte Teil des berechneten Sauerstoffs aufgenommen. 
Der Versuch zeigt, daB die Oxydationsgeschwindigkeit von Temperatur 
und Sauerstoffdruck abhingig ist. Was den Verlauf der Oxydation 
anbetrifft, so zeigt sich, daB zunachst eine Induktionsperiode vorliegt ; 
weiterhin verlaiuft die Oxydationskurve ziemlich geradlinig. Fiir kineti- 
sche Berechnungen lassen sich die Versuchswerte jedoch nicht verwenden, 
da sie zu sehr schwanken. Dies hat seine Ursache darin, daB bei den 
kleinen Sauerstoffwerten geringfiigige Druck- und Temperaturschwan- 
kungen, denen besonders die Biirette und die Verbindungsteile ausgesetzt 
sind, sich stark auswirken. Um also fiir kinetische Messungen geeignete 
Zahlen zu erhalten und in nicht allzu langer Zeit eine einigermaBen 
volistandige Oxydation zu erreichen, muB die Oxydationsgeschwindigkeit 
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betrachtlich gesteigert werden. Zu diesem Zweck wurde nun, fuBend 


auf den Resultaten der im ersten Teil der Arbeit beschriebenen Versuche. 
eine Lésung des Esters in Pyridin oxydiert. 


Ansatz: 1,0cem Ester in 2,0 cem Pyridin. 


Ve rsuch Zz. 


der Rithrung 25 pro Minute. 





Temperatur 


Zeit Biirettenstand Differenzwerte an der Biirette 

Std. eem oC 
0 99,8 0 24.4 
1 98,4 1,4 24,0 
2 94,8 3.6 24.4 
3 90,4 4,4 24.5 
4 85,6 4.5 25,0 
5 79,1 6.5 25,0 
6 73,8 5,3 25,0 
7 67,8 4,0 25,1 
8 62,1 7,7 25,2 
9 55,7 6.4 24,8 

10 49,3 6.4 24,9 


Temperatur 37.0°; Tourenzah! 


Abgestellt, siehe oben. 
Nach 13 Stunden: 
23 35,3 14,2 24.9 
Gesamtabsorption 64,5 cem. 


Fortsetzung nach Neufillung der Birette. 


23 99.6 0 25.3 
24 96,8 2.8 25.4 
25 94,5 2.3 25,2 
26 92.9 1,6 25.5 
27 90,8 2,1 25,0 
28 89,2 1.6 25,4 
29 87,9 1.3 24,2 
Abgestellt. 
Gesamtsauerstoffverbrauch 76.2 cem; nach 19 Stunden: 
47 82.0 5.9 25,1 
48 82.1 01 26.5 
49 81,6 0.5 26.5 
50 81,0 0.6 26.5 
51 80,0 1,0 26,0 


Gesamtabsorption 84,3 ccm. 


In diesem Versuch ist die Oxydation so lange durchgefiihrt worden, 
bis etwas mehr als 1 Mol Sauerstoff auf 1 Mol Ester aufgenommen 
war. Hier tritt jetzt deutlich die S-Form der Oxydationskurve zutage. 
Die Oxydationsgeschwindigkeit steigt zunaichst und bleibt dann eine 
Zeitlang ziemlich konstant, um schlieBlich kontinuierlich geringer zu 
werden. Um noch geeignetere Werte fiir eine kinetische Berechnung 
zu erhalten, wurde in Versuch 4 (vgl. 8.169) die Oxydationsgeschwindig- 
keit noch durch Temperaturerhéhung vergréBert. 
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Zum Chemismus. 


Bei der Oxydation des fast farblosen gelbstichigen Esters ist eine 
dunkelbraune Flissigkeit (pyridinische Lésung der Oxydationsprodukte) 
entstanden. Es wurde eine Jodzahlbestimmung sowohl mit dem 
Oxydationsprodukt als auch mit dem unoxydierten Ester angestellt, 
um festzustellen, wie sich diese GréBe bei der Oxydation andert. Der 
unoxydierte Ester nimmt theoretisch 2 Mol Jod auf 1 Mol auf. Diese 
Zahl konnte genau reproduziert werden. 0,7579 g Ester verbrauchten 
110,0 cem n/10 Jodlésung, d.h. 1,39g Jod. Die theoretische Menge 
betrigt 1,38 g. 

Es wurden nun angesetzt: 

1. 0,5cem einer Mischung von lcem_ nichtoxydiertem Ester 
und 2ccm Pyridin mit 25 ccm Hiiblscher Jodlésung. 

2. 0,5cecem der aus Versuch 2 resultierenden Reaktionsmischung 
mit derselben Menge Jodlésung. 

Nach 24stiindigem Stehen wurde das nicht gebundene Jod in der 
iiblichen Weise mit Natriumthiosulfat zuriicktitriert. In 1. war eine 
Jodmenge von 0,27 g gebunden worden. Macht man nun die Annahme, 
die sich auch durch die spateren Versuche bestatigt, daB pro Doppel- 
bindung 1,Mol Sauerstoff vom Ester aufgenommen wird, so miiBte in 
der Reaktionsmischung gemaB der aufgenommenen Sauerstoffmenge 
die Zahl der Doppelbindungen auf weniger als die Halfte gesunken sein. 
Die Jodzahl ist aber bedeutend héher, als dem entsprechen wiirde, 
denn in 2. wurde 0,17 g Jod aufgenommen. Dies wiirde darauf hin- 
deuten, daB Oxydationsprodukte auftreten, die auch bis zu einem 
gewissen Grade Jod aufzunehmen imstande sind. 

Wie in der Einleitung bemerkt, nehmen verschiedene Autoren 
bei Autoxydationsvorgingen die Bildung von Peroxydzwischen- 
produkten an. Diese Méglichkeit sollte gepriift werden. Es wurde daher 
eine Peroxydbestimmung versucht mittels HJ (d.h. KJ + HCl). 
Wenn der Ester peroxydhaltig ist, so muB eine durch Thiosulfat titrier- 
bare Jodausscheidung erfolgen. Natiirlick muB das Jod schnell titriert 
werden, damit es keine Gelegenheit findet, mit den restlichen Doppel- 
bindungen des noch nicht vollstaéndig oxydierten Estermolekiils zu 
reagieren. Da letztere Reaktion meBbare Zeit erfordert, mu eine 
annahernde Titration méglich sein. 

0,5cem der Reaktionsmischung von Versuch 2 wurde mit Jod- 
kalium und Starkelésung versetzt und angesdéuert. Nach kurzer Zeit 
trat geringe Blaufirbung ein, welche mit 1 Tropfen n/10 Thiosulfat 
aufgehoben wurde. Nach einiger Zeit hatte sich wieder etwas Jod 
ausgeschieden. So fand allmahlich immer wieder Jodausscheidung 
statt, die durch n/10 Thiosulfat aufgehoben wurde. Nun wird ja aus 
angesduerter Jodkaliumlésung auch schon durch Luftsauerstoff  all- 
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mihlich Jod ausgeschieden, doch geschieht dies bedeutend langsamer. 
Die Erscheinung laBt sich vielleicht so erkliren, dai ein Peroxyd bei 
der Oxydation als Zwischenprodukt auftritt, das sich sonst schnell 
weiter stabilisiert, hier aber vom HJ abgefangen wird. 


Versuch 3. 

Dieser hier eingeschaltete Versuch sollte zeigen, ob vielleicht iiberhaupt 
die Verteilung des Esters in einem Lésungsmittel die Oxydationsgeschwindig- 
keit begiinstigt. Als Lésungsmittel wurde Benzo] gewahit. Temperatur 37,0°; 
Tourenzahl 25 pro Minute. Ansatz: 2cem Ester in 4cem Benzol, also 
Estermenge wie in Versuch 1. 





Zeit Biirettenstand - p Temperatur an 
. Differenzwerte ; 
Std. cem der Biirette 
0 98.6 0 24,0° 

1 98,0 0,6 23.0 

2 97,4 0,6 23.1 

3 96,2 1,2 23.1 

a 94,7 1.5 23,0 

5 93,4 1,3 23,2 


Verglichen mit Versuch | zeigen dic Werte keine steigernde Wirkung 


des Solvens. 


Der folgende Versuch unterscheidet sich von Versuch 2 durch erhéhte 


Temperatur. 


Versuch 


4. 


Ansatz: 1,0cem Ester; 2,0cem Pyridin. Temperatur 50,0° (Barometer 
stand 765mm); Tourenzahl 35 pro Minute. 





Zeit Biirettenstand , Temperatur an 
Differenzwerte . 
Std. ecm der Biirette 
0 92.5 0 23.09 
1 78,0 14.5 23.0 
2 64.6 13.4 23,0) 
3 52,6 12.0 23.1 
4 40,6 12.9 24,8 
5 30.9 97 24.0 
6 22.4 8,5 24.5 


Gesamtverbrauch 70,1 cem. 
Biirette neu gefillt: Stand 90,4 cem. 


58.8 com. 


Abgestellt, Stand nach | 


‘ 


Stunden 


23 58.8 0 23,2 
24 56.6 2,2 23,2 
28 50,3 6.3 23,3 
(/, 1,6) 
Abgestellt. 
47 25.6 0 23,2 
48 24,9 0,7 23.0 
49 24,2 0,7 22.9 
50 23.8 0.4 23.0 
51 23,4 0,4 23.5 


Gesamtsauerstoffverbrauch 137,1 
Biirette neu gefiillt. 


ecm. 
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Zeit Biirettenstand allt ainanine Temperatur an 
Std. cem ; der Biirette 
51 74,4 0 24, 
53 73,5 0,9 24,0 

(ig = 0,45) 
56 71,5 2.0 23,2 

(7/5 = 0,7) 

Abgestellt. 

70 67,2 0 24,9 
71 66,9 0.3 24,0 
72 66,2 0,7 23,0 
73 66,1 0,1 23,4 
74 65,9 0,2 24,0 
75 65,2 0,7 23,1 
76 64.6 0,6 23,1 
77 64,2 0,4 23,2 
78 63,9 0,3 23,2 
79 63,8 0,1 23,1 


Gesamtsauerstoffverbrauch (unter den Versuchsbedingungen) 147,6 cem. 


Hiermit scheint der Ester so ziemlich mit Sauerstoff abgesattigt 
zu sein, denn in den nachsten Stunden war die Sauerstoffaufnahme 
nur noch ganz geringfiigig. 

Der Versuch zeigt, daB Te.aperatursteigerung stark beschleunigend 
fiir die OXydation wirky. Durch Temperaturerhéhung um 13° ( ist die 
in den ersten 5 Stunden aufgenommene Sauerstoffmenge auf das rund 
Dreifache gesteigert worden, namlich von 20,7 cem in Versuch 2 auf 
61,6cem in Versuch 4. Die Oxydationsgeschwindigkeit ist jetzt so 
stark gesteigert, daB eine Induktionsperiode gar nicht mehr in den 
Messungen zum Ausdruck kommt. Von Anfang an ist eine kontinuier- 
liche Abnahme der auf die Zeiteinheit bezogenen Sauerstoffwerte zu 
verzeichnen. Zuletzt schwanken die Zahlen infolge von Versuchsfellern. 
Es sind daher nur die Anfangswerte zur Feststellung der Reaktions- 
ordnung benutzt worden. 

Es wurde die Annahme gemacht, daB die Oxydation durch folgende 
Reaktion eingeleitet wird: 

m Mol Ester +- n Mol O, = E,, (Qsg),,, 

d.h. m Molekiile Ester vereinigen sich mit n Molekiilen Sauerstoff 
zu irgendeiner Ester-Sauerstoffverbindung. Demnach wiirde es sich 
um eine bimolekulare Reaktion handeln. Da nun der Sauerstoffdruck 
waihrend des Versuchs konstant gehalten wurde und durch dauerndes 
Rihren fiir stete Sittigung des Esters mit Sauerstoff gesorgt wurde, 
so kann die Konzentration des Sauerstoffs als konstant angenommen 
werden. Die Reaktion ist also als pseudomonomolekular anzusehen. 
Wenn dies stimmt, so miibte sie der Geschwindigkeitsgleichung ge- 
horchen: 


dxdt = k (a — 2). 
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Hier bedeutet a die Anfangskonzentration des Esters und x den 
zur Zeit t (wo die Reaktionsgeschwindigkeit dx dt ist) umgesetzten, 
d. h. oxydierten Teil. Integriert und nach k aufgelést lautet die Glei- 
chung: 

] a ] a 
k = —In = —-2.3-1g . 
t @a—z t a—x 

Um nun zu priifen, ob es sich bei der Autoxydation des Linol- 
siuremethylesters um eine Reaktion erster Ordnung handelt, miissen 
also die zu bestimmten Zeiten ¢ umgesetzten Estermengen x in vor- 
stehende Gleichung eingesetzt werden. Ist die Reaktion monomolekular, 
so muB sich fiir k ein konstanter Wert ergeben. Die Anfangskonzen- 
tration a ist ja bekannt: 1 ccm Ester = 0,885 g — 0,00318 Mol. Die 
umgesetzte Estermenge wiirde sich aus dem Sauerstoffverbrauch er- 
geben, unter der Voraussetzung, daB die gesamte absorbierte Sauerstoff- 
menge in der Reaktionsgleichung mE + n O, = E,, (Og), enthalten ist. 
Denn wiirde ein Teil des verbrauchten Sauerstoffs etwa zu einer Weiter- 
oxydation von E,,(O,),, selbst oder daraus entstehender Zerfallsprodukte 
verwendet, so kénnte man nicht aus dem Sauerstoffverbrauch die um- 
gesetzte Estermenge berechnea. Es mute eine Annahme gemacht 
werden beziiglich der GréBe von m und n. Die k-Werte wurden 
berechnet fiir die Annahme, daB 1 Mol Ester entweder mit 1 Mol oder 
mit 2 Mol Sauerstoff reagiert. Die erste Annahme lieferte beim Ein- 
setzen der Versuchszahlen in die Gleichung fiir * keine konstanten, 
sondern mit der Zeit stark steigende Werte. Dagegen fiihrte die zweite 
Annahme zu guten Resultaten. Die berechneten k-Werte (fiir 50°) 
sind folgende (der Index von k gibt die Reaktionsdauer in Stunden): 


ky 9,66. 10-* 
k, = 9,73 . 10-* 
= 9,68 . 10-2 
9,78. 10-# 
9,78 . 10-2 


Die k-Werte wurden folgendermaBen berechnet: a und x wurden 
in Mol ausgedriickt. (a = 0,00318 Mol.) Es wurden nun die zu den 
jeweiligen Zeiten aufgenommenen Sauerstoffmengen auf Normal- 
bedingungen reduziert und nach der Beziehung ,,1 Mol Gas unter 
Normalbedingungen gleich 22,4 Liter in Mol umgerechnet. Da an- 
genommen war, daB 2 Mol aufgenommener Sauerstoff 1 Mol ver- 
brauchtem Ester entspriichen, wurde der halbe Wert der berechneten 
O,-Mole in die Forme! fiir z eingesetzt. 


Zur Kontrolle wurde noch ein weiterer Versuch angestellt und unter 
denselben Voraussetzungen die k-Werte (fiir 50°) berechnet. 
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Versuch 5. 
Ansatz: 0,5ccm Ester; 1,0cem Pyridin. Temperatur 50,0° (Barometer- 
stand 770mm); Riihrung 35 Touren pro Minute. 





Zeit Biirettenstand Gesamt- Temperatur an 
Std. cem Differenz der Biirette 
0 96,0 0 23,5° 
1 90,9 5,1 23,2 
2 $4,6 11,4 23,0 
3 80,1 15,9 23,0 
4 74,4 21,6 24,0 
5 69,2 26,8 23,5 
6 65,5 30,5 23,8 
7 62,4 33,6 24,3 
8 59,6 36,4 24,7 
9 57,1 38,9 24,2 


Auch hier ergeben sich konstante k-Werte, die in der GréBen- 
ordnung mit denen von Versuch 4 iibereinstimmen. 


ks 7.6. 10-7 
7 


k, = 7,8 .10- 

k, = 8,3. 10-? 

k, 7,6. 10-? 
t 

ky = 7,6. 10-? 


Es 1aBt sich also nach den Versuchen 4 und 5 folgendes iiber die 
Kinetik sagen: 

Die Autoxydation des Linolsiuremethylesters in Gegenwart von 
Pyridin folgt dem Geschwindigkeit-Zeitgesetz einer Reaktion erster 
Ordnung. Sie ist als pseudomonomolekulare Reaktion charakterisiert. 
Sie erfolgt so, daB 2 Mol Sauerstoff von 1 Mol Ester aufgenommen 
werden. 


Reaktionsmechanismus. 

Der Ester nimmt, wie die Resultate der Kinetik zeigen, 2 Mol 
Sauerstoff auf. Da der Ester in seinen zwei Doppelbindungen zwei 
Angriffspunkte fiir die Oxydation bietet, so ist mit groBer Wahrschein- 
lichkeit anzunehmen, daB sich an jede dieser Doppelbindungen 1 Molekiil 
Sauerstoff anlagert. Die entstehende Verbindung wire also zu formu- 
lieren: 

CH, .(CH,),. CH-CH. CH, . CH=CH. (CH,); . COOCH, 


Oy Os 


Nach den neueren Ansichten tiber Autoxydationsvorginge, wie sie 
von Manchot' in einer jiingst erschienenen Arbeit formuliert und be- 


' Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 98, 1932. 
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griindet wurden, unterscheidet man bei den Autoxydationen drei 
Phasen. 

I. Zunachst findet Anlagerung des Oxydationsmittels an die 
oxydable Substanz statt zu einer lockeren Anlagerungsverbindung. 
Hierbei braucht durchaus kein stéchiometrisches Verhaltnis gewahrt 
zu bleiben. Die erste Anlagerung erfolgt ohne Riicksicht auf den Sauer- 
stoffbedarf bei glattem Aufgehen der Oxydation. 

II. Aus dem Anlagerungsprodukt bildet sich (oft unter Einbeziehen 
eines weiteren bisher unoxydierten Molekiils in die Reaktion) ein so- 
genanntes Primaroxyd. 

IIT. SchlieBlich erfolgt die Stabilisierung des Primaéroxyds zum 
wirklichen Endprodukt der Oxydation. 

Wie die Versuche tiber negative Katalvse zeigen, bildet sich auch 
bei der Autoxydation des Linolsiuremethylesters zunichst ein solches 
labiles Anlagerungsprodukt (1), das durch Antioxygene leicht gespalten 
werden kann. Nun ist von Bergmann und Engel', sowie von Wittig und 
Wiemer® die Annahme ausgesprochen und begriindet worden, daB prinzi- 
piell alle Athylene in einem Gleichgewicht stehen mit einer Diradikalform. 


(Athenform => Athandiylform). 


R,.C=C.R, [= R,.C—C.R, 


oder in Elektronenkonfiguration geschrieben 
RR RR 
R:C::0:8 = R:C:C:R. 
Die Annahme eines solchen Gleichgewichtszustandes steht auch im 
Einklang mit der leichten Oxydierbarkeit vieler Athylene durch 
molekularen Sauerstoff, denn bekanntlich unterliegen ja die Radikale 
meist leicht unter Peroxydbildung der Autoxydation. Vielleicht wird 
iiberhaupt der Grad der Oxydierbarkeit von Athylenen durch die 
Lage des genannten Gleichgewichts bestimmt. Dies wiirde im Falle 
des Linolsiuremethylesters zu formulieren sein: 
R,.CH—CH.CH,.CH=CH.R, <> R,.CH—CH. CH,.CH—CH. R,. 
y ¥ ae 


Die Primaraddition an Doppelbindungen erfolgt nun asymmetrisch, 
eine Ansicht, die wohl zuerst von Reich® ausgesprochen worden ist. 
Daher ist das Primaranlagerungsprodukt bei der Autoxydation des 
Linolsiuremethylesters wahrscheinlich folgendermaBen zu formulieren: 

R,. CH—CH. CH, .CH—CH. Ry 
Rte YY 


Oy Os 


' Zeitschr. f. physik. Chem. 8, 111, und zwar 135, 1930. 
2? Ann. d. Chem. 483, 144, 1930. 
3 J. prakt. Chem. (2) 90, 177, 1914. 
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oder 


R, .CH—CH.CH,.CH-CH.R, 
v ’ 
j-— Os =6=_6 


Hier sei erwahnt, daB das Auftreten von Radikalen bei Oxvydations- 
vorgangen auch in den neueren Theorien von Haber und Willstdtter? 
eine groBe Rolle spielt. Das formulierte Produkt, das dem Produkt I 
im Oxydationsschema entspricht, lagert sich dann intramolekular zu 
einem Peroxyd um, welches dem Primaéroxyd von Manchot entsprechen 
wiirde. 


R, .CH—CH.CH,.CH—CH. Rg, R,. CH—CH.CH,.CH—CH. R, 


v ! i 
a 0 0) 8] 0 
0 


o> < 


0 0) 


Das Auftreten von Peroxyden als Zwischenprodukte wurde durch die 
Versuche wahrscheinlich gemacht (Peroxydtitration in Versuch 2). 
Das zuletzt formulierte Peroxyd verandert sich nun schnell weiter. 
Eine Weiteroxydation ist nach den Resultaten der kinetischen Versuche 
nicht mdéglich. Es bleiben also folgende Méglichkeiten: 


1. Aufsprengung des Molekiils. 
2. Umlagerung. 


3. Polymerisation. 


Wichtig fiir die Deutung des Reaktionsmechanismus ist auch die 
Bestimung der Jodzahl. Diese war schon im Versuch 2 durchgefiihrt. 
Bei dem Reaktionsgemisch aus Versuch 4, das doch nahezu die doppelte 
Menge Sauerstoff aufgenommen hat, ergab sich innerhalb der Fehler- 
grenzen dieselbe Jodzahl. Die Oxydationsprodukte sind also auch 
fahig, Jod zu binden. Fiir die verschwindenden Doppelbindungen 
treten neue Angriffspunkte zur Anlagerung bzw. zur Substitution 
durch Jod auf. 


Es wurde zunachst untersucht, ob der Reaktionsmechanismus 1 
vorliegt. Bei einer Aufspaltung des Molekiils miiBten Aldehyde ent- 
stehen. Nun zeigt das bei den Versuchen resultierende Reaktions- 
gemisch starke reduzierende Eigenschaften. Ammoniakalische Silber- 
lésung gab beim Erwarmen einen Silberspiegel. Aus Fehlingscher 
Lésung schied sich beim Erwairmen Kupferoxydul ab; der Niederschlag 
vermehrte sich beim Stehen. Diese Tatsachen kénnten fiir eine Auf- 
sprengung des Molekiils zu Aldehyden sprechen. Es miBte dann die 
Reaktion analog einer Ozonisation des Esters vor sich gehen. Allerdings 


1 Ber. d. Deutsch. chem Ges. 64, 2844, 1931. 
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geht dabei die Oxydation teilweise weiter zu den entsprechenden Sauren. 
Die Reaktion miiBte also folgendermaBen verlaufen: 


CH, . (CH,),. CH—CH. CH, . CH—CH.. (CH,);. COOCH, —> 
wk 


8] 0 0) ) 
CH, .(CHy),. CHO Capronaldehyd (1) 
+ CHO.CH,.CHO Malondialdehyd (2) 
CHO .(CH,);.COOCH, Azelainaldehydsaureester (3) 


Diese Produkte bzw. ihre Oxydationsprodukte treten auch bei der 
Ozonisierung des Linolsiuremethylesters auf. Wenn die Spaltung nur 
an einem Angriffspunkte erfolgt, so miiBte unter den Oxydationspro- 
dukten doch auch entweder (1) oder (3) zu finden sein. Dies erscheint 
schon unwahrscheinlich, denn die Produkte (1) und (3) sind relativ leicht 
autoxydabel. Es wiirde sich dann ein Widerspruch zu den Resultaten 
der Kinetik ergeben, die eine Weiteroxydation ausschlieBen. Trotzdem 
wurde versucht, in dem Oxydationsgemisch Capronaldehyd bzw. 
Capronsiure oder Azelainsiurederivate aufzufinden. 


Zu diesem Zwecke wurde eine gréBere Menge Ester langere Zeit (etwa 
3 Wochen) im Gemisch mit Pyridin der Einwirkung von molekularem 
Sauerstoff ausgesetzt. Hierbei ging die schwach gelbe Farbe zuniachst in 
kraftiges Gelb iiber; dann veranderte sie sich allmahlich tiber Rotbraun, um 
schlieBlich schwarzbraun zu werden. Es wurde im strémenden System 
gearbeitet. Daher wurde etwas vom Dampf der Fliissigkeit durch den 
Gasstrom mitgefiihrt. Es kondensierte sich in einer stark gekiihlten Vorlage. 
Das Kondensat gab keine Aldehydreaktionen. Fliichtige Aldehyde treten 
demnach nicht auf. Eine solche Méglichkeit ware vorhanden, wenn die 
Autoxydation ahnlich der Ozonisierung vor sich ginge. Hierbei tritt namlich 
Malonaldehydsaure auf. Diese zersetzt sich zu Acetaldehyd und Kohlen- 
saure: 


CHO.CH,.COOH = CO, + CH,.CHO. 


Das entstehende Oxydationsgemisch wurde der Hochvakuum- 
destillation unterworfen. Zunichst ging bei niedriger Temperatur das 
Pyridin iiber, das sich zum gr6éBten Teil erst in den stark gekiihlten Vorlagen 
kondensierte. In dieser Fliissigkeit hatte sich auch etwa entstandener 
Capronaldehyd finden miissen, der etwas oberhalb des Pyridinsiedepunktes 
siedet. Das Destillat wies keine Aldehydeigenschaften auf. Eine von 
Kahlbaum bezogene n-Capronséure destillierte im Hochvakuum (etwa 
0,lmm Druck) bei 85°. Die nachste Fraktion des Oxydationsgemisches 
siedete erst zwischen 175° und 180°. Capronsiure ist also nicht vorhanden. 
Die zweite Fraktion, die beim Rektifizieren zwischen etwa 155° und 165° 
iiberging, zeigte auch keine Aldehydeigenschaften. Sie konnte also keinen 
Azelainaldehydsaureester enthalten. Wahrscheinlich bestand sie zum 
gréBten Teil aus unverindertem Ester. Das eigentliche Oxydationsprodukt 
war im OJbad mittels Hochvakuum nicht destillierbar. Es stellte eine 
dunkelbraune, sirupése Masse dar, die stark reduzierende Eigenschaften 
zeigte. Jedoch kann durch die Anwendung sehr hoher Temperaturen 
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naturlich eine Verainderung mit dem Oxydationsprodukt vor sich gegangen 
sein, so daB die Aufarbeitung mittels Destillation nicht geeignet erscheint. 
Jedenfalls zeigt der Versuch, daB die Annahme einer Aufsprengung des 
Molekiils analog wie bei der Ozonisierung nicht richtig ist. Die Stabilisierung 
des Peroxydes findet demnach unter Umlagerung und eventuell Polymerisa- 
tion statt. Es miiBten dann Oxyketone entstehen. Hierbei ergeben sich 
vier Méglichkeiten fiir die entstehenden Produkte, namlich: 


CH, .(CH,),.CO.CH.CH,.CH.CO.(CH,);.COOCH, (1) 
OH OH 
CH; .(CHy),.CH.CO.CH,.CO.CH. (CH,);. COOCH, (2) 
OH OH 
CHg. (CHy),.CO.CH.CH,.CO.CH.(CH,);. COOCH, (3) 
OH OH 
CH,.(CH,),.CH.CO.CH,.CH.CO.(CH,);. COOCHs. (4) 
OH OH 


Eine solche Annahme ist auch in Einklang zu bringen mit den beob- 
achteten stark reduzierenden Eigenschaften, da ja eine zuckerartige Kon- 
figuration vorliegt, und laBt sich auch durch die Resultate bei der Aut- 
arbeitung eines weiteren gréBeren Oxydationsansatzes stiitzen. 

Bei diesem Ansatz wurde zuniéchst im Vakuum das Pyridin ab- 
destilliert. Die Trennung des unverainderten Esters von dem bzw. den 
Oxydationsprodukten wurde durch Ather vorgenomimen. Die Oxydations- 
produkte sind in Ather schwer léslich. Eine geringe Menge der Oxydations- 
produkte, die in den Ather gegangen war, lieB sich aus der atherischen 
Lésung mit Wasser ausschiitteln. Dieses mehr anorganische Léslichkeits- 
verhalten der Oxydationsprodukte steht in Einklang mit der angenommenen 
saccharidartigen Konfiguration. Die zuriickbleibende Atherlésung hinterlieS 
nach dem Abdampfen des Athers unverainderten Ester, der durch sein 
Tetrabromid identifiziert werden konnte. Daneben lagen geringe Mengen 
eines Nebenproduktes der Oxydation vor (es schieden sich namlich beim 
Stehen einige Kristalle vom Schmelzpunkt 53° aus, die in warmer Lauge 
léslich waren; beim Erkalten entstand eine durchscheinende, seifenartige 
Masse). Das Hauptoxydationsprodukt, das sich nicht in Ather gelést hatte. 
zeigte wieder sirupésen harzigen Charakter. Es war nicht destillierbar. 
Es léste sich in Eisessig, Pyridin, Benzol und Alkohol. Es zeigte stark 
reduzierende Eigenschaften gegen Fehlingsche Lésung und gegen ammoniaka- 
lische Silberlésung, besonders nach dem Behandeln mit Natronlauge, worin 
es leicht léslich war. Beim laingeren Erwirmen mit Schwefelsaéure trat der 
charakteristische Furfurolgeruch auf. Die Bildung eines furfurolartigen 
Produktes laBt sich aus der angenommenen pentoseadhnlichen Konstitution 
des Oxydationsproduktes durch Wasserabspaltung ableiten. Sehr merk- 
wiirdig war das Verhalten gegeniiber Permanganat. Dieses wurde niémlich 
nur bis zur dunkelgriinen Manganatstufe reduziert, die erst bei langerem 
Stehen und Erwiarmen, falls Permanganat im Unterschu8 zugefiigt war. 
in Braunstein iiberging. War genug Permanganat zugegeben, so blieb die 
grime Manganatfarbe bestehen. Die zu hohe Jodzahl lat sich daraus er- 
kléren, daB die Ketone im Gleichgewicht mit einer jodbindenden Enolform 
stehen. Wenn die angenommene Konstituton richtig ist, so miiBte sich 
ein Disemicarbazon erhalten lassen. Es lieB sich auch durch Semicarbazid 
nach der iiblichen Methode ein bei 235° unter Zersetzung schmelzendes 
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Semicarbazon abscheiden, das nach langerem Erhitzen auf dem Wasser- 
bad und tagelangem Stehen ausfiel. Nach seinem hohen Schmelz- 
punkt zu urteilen, diirfte es sich um ein Disemicarbazon handeln. Doch 
war nur eine geringe Menge des Produktes zu erhalten, so daB eine nahere 
Untersuchung nicht méglich war. Es miiBten sich auch, wenn die zucker- 
artige Konfiguration richtig ist, durch Phenylhydrazin Osazone abscheiden 
lassen. Aus dem Teil des Oxydationsproduktes, das mit in die Atherlésung 
des Esters gegangen war und daraus mit Wasser ausgeschiittelt wurde, 
bildete sich auch mit Phenylhydrazin ein kanariengelber Niederschlag. 
Dieser schied sich aber 6lig ab und war nicht zum Kristallisieren zu bringen. 

Wahrscheinlich bilden die oben formulierten Oxyketone auch noch 
nicht die Endprodukte der Oxydation, sondern unterliegen in unbekannter 
Weise der Polymerisation und Verharzung. Die Unmdglichkeit der Destilla- 
tion im Hochvakuum und die Zersetzung, die bei hGherem Erhitzen erfolgte, 
lassen auch darauf schlieBen, daB sehr hochmolekulare Produkte vorliegen. 
Auf Kondensationsvorginge deutet auch hin, daB das Pyridindestillat bei 
der Aufarbeitung, welches das Pyridin quantitativ enthielt, wasserhaltig 
war. Da8B der harzige Korper beim Behandeln mit Natronlauge starke redu- 
zierende Eigenschaften zeigt, laBt sich vielleicht auf eine teilweise Entpoly- 
merisation durch die Natronlauge zuriickfiihren. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, daB Zusitze von Pyridin bzw. Nicotin die 
Oxydationsgeschwindigkeit des Linolsiuremethylesters beschleunigen 
und daB diese Beschleunigung von der Menge der Zusiatze und der 
Wasserstoffionenkonzentration des Milieus abhangig ist. 

2. Die Wirkung der genannten Kérper besteht mehr oder weniger 
stark auch bei der Autoxydation anderer Substanzen (Linolensdure 
und Olséure) mit Doppelbindungen. 

3. Die Wirkung von Stoffen, die die Autoxydation hemmen 
(Antioxygenen), wird untersucht. Die Versuche sprechen im Sinne der 
von Moureu und Dufraisse gegebenen Theorie der Antioxygenwirkung 
und geben eine mégliche Erklirung der in 1. und 2. beobachteten 
Erscheinungen. Die Wirkung des Pyridins ist danach als eine kon- 
servierende fiir ein Primarprodukt der Autoxydation aufzufassen. 

4. Die katalytische Wirkung verschiedener Eisenverbindungen 
wird untersucht. Nur bei wenigen der untersuchten Verbindungen ist 
eine beschleunigende Wirkung fiir die Autoxydation des Esters festzu- 
stellen, die meisten Verbindungen zeigen keine Wirkung. 

5. Es wird gezeigt, daB die Autoxydation des Linolsiuremethylesters 
in Gegenwart von Pyridin eine pseudomonomolekulare Reaktion ist. 

6. Die Untersuchungen iiber den Chemismus zeigen, daB eine Auf- 
fassung der Autoxydation analog der Ozonisation nicht médglich ist. 
Die Versuche deuten darauf hin, daB iiber ein lockeres Primaranlagerungs- 
produkt, das als Radikal formuliert wird, Peroxyde entstehen, die sich 
zu Oxyketonen umlagern. Letztere unterliegen weitgehend der Poly- 
merisation und Verharzung. 
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Der Einflu6 des Sympathicus auf die biochemischen Vorginge 
im ermiideten Muskel. 


Von 
Philipp Jacky. 
[Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.} 


(Eingegangen am 10. Mai 1932.) 


In einer gréBeren Reihe von Arbeiten aus dem Berner Physiologischen 
Institut wurde der Nachweis gefiihrt, daB die Reizung der sympathischen 
Nerven einen restituierenden Einflu8 auf den ermiideten Muskel besitzt. 
Die nahere Analyse der Vorgainge fiihrte zu der Vorstellung, daB die 
Erregung des Sympathicus in den Restitutionsvorgang eingreift. 
Bis jetzt wurde diese Vorstellung nur mit Hilfe der Untersuchung 
der mechanischen Leistungen des Muskels und der Art, wie er gereizt 
wurde, erklirt. Aber diese Vorstellung bietet auch Gelegenheit zu einer 
chemischen Priifung, was um so erwiinschter ist, als damit auch iiber- 
haupt die, trotz vieler Arbeit, recht wenig geklirte Frage nach dem 
EinfluB des Sympathicus auf die biochemischen Vorginge im Muskel 
untersucht wird. Die Tatsachen, die bis jetzt iiber chemische Ver- 
finderungen im Muskel infolge sympathischer Reizung vorliegen, ver- 
moégen sehr wenig zum Versténdnis der Beobachtungen beizutragen, 
welche man am Restitutionsvorgang infolge sympathischer Reizung 
auftreten sieht. 

Die entwickelte Vorstellung schreibt iiberdies der Untersuchung 
einen ganz bestimmten Weg vor. Wenn die Annahme richtig ist, daB die 
sympathischen Nerven auf die Restitution etwa im Sinne einer Beschleuni- 
gung derselben oder einer Verstirkung der Restitution eingreifen, dann 
kénnte das an denjenigen Stoffen sich offenbaren, welche in einen 
engeren Zusammenhang mit dem Restitutionsvorgang gebracht werden. 
Von diesen steht neuerdings das Phosphagen oder die Kreatinphosphor- 
siure mit im Vordergrunde des Interesses. Aus diesem und dem friiher 
genannten Grunde habe ich auf Vorschlag von Prof. Asher das Verhalten 
des Phosphagens in Muskeln mit und ohne sympathische Reizung 
untersucht. 
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Der Plan der Arbeit sollte der sein, zunachst einmal den Phosphagen- 
gehalt ruhender Muskeln des Frosches der einen Seite der Extremitat 
mit demjenigen der anderen Seite zu vergleichen, auf welcher die zu 
diesen Muskeln fiihrenden sympathischen Zweige eine hinreichende 
Zeit lang gereizt wurden. Der Ausfall dieser Versuche, iiber welche 
ich gleich berichten werde, fiihrte dazu, vorher die Muskeln zu ermiiden 
und die Tiere zu curarisieren, um dann an diesem Praparat den nim- 
lichen Vergleich anzustellen. SchlieBlich muBte dazu tibergegangen 
werden, regelrechte Ermiidungsversuche durch Reizung der vorderen 
Wurzeln anzustellen, wobei, sobald die Ermiidung eingetreten war, 
auf der einen Seite zudem noch die sympathischen Nerven gereizt 
wurden. Die Griinde, weshalb die letztere Versuchsreihe zum Ziele 
fiihrte, werde ich bei Besprechung der Versuche auseinandersetzen. 


Methodik. 
I. Prdparation des N. sympathicus. 


Der Frosch wird dekapitiert, die Wirbelsiule in mittlerer Héhe durch- 
schnitten, im zentralen Fragment das Riickenmark zerstért und die obere 
Hilfte des Frosches entfernt. 

Abweichend von der Schilfschen Préparation!’ praparierte ich den 
Bauchsympathicus von der Ventralseite aus, was den Vorteil gréGSerer 
Ubersichtlichkeit hat. Der Sympathicus wurde auf der einen Seite von 
der Aorta losgelést und auf der Héhe des zehnten Ganglions gereizt. Auf 
der anderen Seite wurde der Sympathicus nebst allen Rami communicantes 
durchtrennt. 

II. Herstellung des Muskelextraktes*. 


1. Der Gastrocnemius wird méglichst sorgfaltig herausprdpariert, an 
sein distales Ende ein Faden gekniipft, das zentrale Ende abgeschnitten, 

2. und méglichst rasch in die fliissige Luft getaucht. Nach kurzer 
Zeit ist der Muskel durchgefroren, wodurch der Zerfall des Phosphagens 
verhindert wird. Nun wird der zweite Muskel gleich prapariert. 

3. Der Muskel wird in einem gekiihlten Porzellanmérser unter Nach- 
gieBen von fliissiger Luft zu einem Pulver verrieben, und 

4. davon noch im gefrorenen Zustande J g in einen vorher abgewogenen 
Erlenmeyer-Kolben mit 20 cem gekihlter 4° ,iger Trichloressigsdure gebracht. 
Das Abwagen mu8 méglichst rasch und bei niedriger Zimmertemperatur 
geschehen. 

5. Nach 10 Minuten wird die Trichloressigsaure filtriert, und man erhilt 
ein eiweiBfreies Filtrat, das Muskelextrakt. 


III, Bestimmung der Gesamtphosphorsdure®. 


1. leem Muskelextrakt wird mit 
2. 5eem Molybdatlésung und mit 


' Schilf, Pfliigers Arch. 208, 683, 1924. 

2 Palladin u. Ferdmann, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod. 
861, 925, 1931. 

3 Lohmann u. Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 425, 1926. 
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3. leem EHikonogen versetzt und mit destilliertem Wasser bis zur 
Marke (zusammen 25 ccm) aufgefiillt. 
4. Herstellung der Kontrollésung: 
leem Standardphosphat (0,1 mg P,O,) + 
1 ,, Trichloressigséure + 
5 ,, Molybdatlésung + 
1 ,, Eikonogenlésung + Wasser zu 25 cem. 
5. Alle Kolben werden '/, Stunde stehengelassen, alle bei gleicher 
Temperatur, nach welcher Zeit das Maximum der Farbung eingetreten ist. 
Dann werden sie mit dem Leitzschen Kolorimeter untersucht’. 


IV. Fallung und Bestimmung der anorganischen Phosphorsdure*. 


1. In zwei enge Zentrifugenglaschen bringt man je 5 com des Muskel- 
extraktes, und fiigt zu diesen ; 
2. leem 10° ,iger Ammoniaklésung, ferner 
3. 2cem Mathison-Reagens. Die Fliissigkeiten werden gut gemischt 
und 20 Stunden in der Kalte stehengelassen. 
4. Sodann 15 Minuten (bei 37000 Umdrehungen pro Minute) zenéri- 
fugieren, dann die Fliissigkeit iiber dem Niederschlag abgieBen und 
5. 8cem 1% ige Ammoniaklésung zusetzen, und wieder 10 Minuten 
zentrifugieren. Dann die Fliissigkeit abgieBen. Der Niederschlag besteht 
aus Tripelphosphatkristallen. 
6. Durch Zusatz von 3ccm Molybdatlésung geht der Niederschlag in 
Lésung, dann wird 
7. leem EHikonogen zugesetzt und Wasser zu 25cem. Man erwarmt 
die Kolben 5 Minuten auf 37°C und kiihlt sie dann auf Zimmertemperatur 
ab, um einen konstanten Farbton zu erzielen. 
8. Herstellung der Kontrollésung: 
2cem Standardphosphat (0,2 mg P,O;) + 
3 ,, Molybdatlésung + 
1 ,, Eikonogen + Wasser zu 25 ccm. 
9. Kolorimetrie mit dem Leitzschen Kolorimeter: Es gilt die Be- 
ziehung, daB sich die Schichttiefen umgekehrt proportional verhalten wie 
die Konzentrationen. Sind s und s’ die Schichttiefen und ¢ und c’ die Kon- 


zentrationen, so hat man: 


V. Bestimmung der Kreatinphosphorsdure (Phosphagen) 


durch Subtraktion der anorganischen Phosphorséure von der Gesamt- 
phosphorsaure. 

Die Bestimmungen des Phosphagens geschehen nach den bewahrten 
Methoden der Meyerhofschen Schule, wie sie teils in den Originalarbeiten, 
teils von Palladin beschrieben sind. 


1 L. Pincussen, Mikromethodik 8S. 21. 
2 Palladin u. Ferdmann, a. a. O. 
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Reagenzien: 


1. 7°, ig. Trichloressigsiure: 35 g in 500 cem H,O. 


7°,ig- + 75cem H,O. 


to 


. 4° ig. Trichloressigséure: 100 ccm 


3. 10° ig. Ammoniak : 50 ,, 0,91 °, Ammoniak in 125 cem H,0O. 
4. 1° ig. Ammoniak: 5 ., 10° ig. Ammoniak + H,O zu 
50 ccm. 

5. 2,5° ig. Molybdatlésung: 5g (NH,),.MoO, in 200cem 5n H,SQ,. 

6. 5n H,SOQ,: 245g konz. H,SO, pro 1000 cem H,0O. 

7. 15° ig. NaHSO,: 75g NaHSO, + 500 ccm H,O. 

8. 20°. ig. NagSO,: ; 20g Na,SO, in 100 ccm H,0. 

9. Eikonogenlésung : 05g Eikonogen + 1/93 ecem 15”, ig. 
NaHSO, + 7 cem 20° ig. Na,SQ3. 

10. Mathison-Reagens: 20 g Citronenséure in 250 cem H,O gelést, 


der heiBen Lésung 10 g MgO zuge- 
setzt + 200ccm 0,88°,ig. Ammoniak 
(= 300 cem 0,91°, Ammoniak). Nach 
12 bis 24 Stunden filtrieren. 


11. Standardphosphatlésung: 0,1 mg P,O; pro 1 cem aus KH,PO, durch 
Auflésen von 191,6 mg KH,PO, in 
1000 cem H,0O. 


Ausrechnung: P,O,; :2 KH,PO, = 0,1: 2 
142,08: 2. 136,16 =0,l:a2 
142,08 : 272,32 = 01:2 
27,232 
A= == 0, 6 ’ 
X 142.08 0.1916 mg 


Experimenteller Teil. 


Meine erste Versuchsreihe bestand darin, daB am ruhenden Frosch 
auf der einen Seite der Sympathicus gereizt wurde, unter Vermeidung 
irgendwelcher Stromschleifen auf die motorischen Nerven. Der Ge- 
dankengang dabei war der, daB méglicherweise die bloBe Reizung des 
Sympathicus selbst am ruhenden Muskel einen Unterschied im Chemis- 
mus hervorrufen kénne, um so mehr, als ein solcher Unterschied 
éfters behauptet worden ist. Von Anfang an hatte diese Reihe mit der 
Schwierigkeit zu kimpfen, daB man nicht iiber Reize einer gewissen 
Starke gehen durfte, weil es sonst Stromschleifen auf die motorischen 
Nerven gab. Hielt man sich aber an diese schwacheren Reize, so bestand 
die UngewiBheit, ob die Reizstirke der sympathischen Nerven groB 
genug war, um selbst, wenn ein Einflu8 vorhanden wire, denselben zum 
Ausdruck kommen zu lassen. 
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Die Ergebnisse dieser Reihe bringe ich in den nachfolgenden 
Versuchsbeispielen und in der zusammenfassenden Tabelle I. 


Versuchsreihe 1. 


Reizung des N. sympathicus am Frosch und Untersuchung des ruhenden 
Muskels auf seinen Gehalt an Kreatinphosphorsiaure. 


Nr. 1, Versuch vom 7. Dezember 1931. Préparation, Reizung des 
rechten Sympathicus mit 1000 Kronecker-Einheiten ohne Kern, Dubois- 
Reymondsches Schlitteninduktorium, Tauchbatterie mit drei Elementen, 
Platinelektroden. Wahrend 15 Minuten von 13 Uhr 45 Minuten bis 14 Uhr 
abwechselnd | Minute gereizt und | Minute Pause. 


Kolorimetrie. 
1. Gesamt-P,O,,. 





I. Mit Reizung II. Ohne Reizung 
20 : 23,9 20 : 26,81 
20.— 1,3010 20.01 0,3010 
0,1 1,0000 26.81 1,4283 

0.3010 0,07459 + 2,8727 
23,9 1,3784 


0,08368 2,9226 


a Ae 
: 8 23,9 


I = 1,6736 mg II 1,4918 mg. 


2. Anorganische P,O,. 





I, Mit Reizung II. Ohne Reizung 
20: 13,17 20 : 17,22 
= 1,2148mg 0,9292 mg 
Gesamt-P, O;: 
Mit Reizung ...... . 1,8736mg 
Ohne Reizung. ..... . 1,4918 , 


Anorganische P,0;: 


Mit Reizung ...... . 1,2148mg 
Ohne Reizung. .... . . 0,9292 , 





3. Kreatin-P,O;. 





Ohne Reizung Mit Reizung 


0,5626 mg 0,6588 mg 


(Ich méchte beifiigen, daB alle meine nachfolgenden Versuche nach 
obigem Beispiel ausgerechnet wurden.) 
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Nr. 2, Versuch vom 9. Dezember 1931. Préparation, Reizung des 
rechten Sympathicus mit 2000 Kronecker-Einheiten. Reizung von 15 Uhr 
50 Minuten bis 16 Uhr 5 Minuten abwechselnd | Minute Reizung und 
1 Minute Pause. Dubois - Reymondsches Schlitteninduktorium, Tauch- 
batterie, Platinelektroden. 





Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P, O, 1.2280 mg ~—1,3110 mg 


Anorgan. P.O; St ty 1,1532 , 1,1032 
Kreatin-P,0, ..... 0,0748 mg 00,2078 mg 


Nr. 3, Versuch vom 10. Dezember 1931. Préparation, Reizung rechts 
mit 2000 Kronecker-Einheiten. Von 16 Uhr 35 Minuten bis 16 Uhr 50 Minuten 
abwechselnd 1 Minute Reizung und | Minute Pause. Dubois- Reymond sches 
Schlitteninduktorium, Tauchbatterie, Platinelektroden. 





Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P, 0, re 1,1532 mg 1,0928 mg 
Anorgan. P,O; ... . 0.8936 , 0,9604 
Kreatin-P,0O, ..... 0,2596 mg 0,1324 mg 


Nr. 4, Versuch vom 11. Dezember 1931. Préparation, Reizung links 
mit 2000 Kronecker-Einheiten ohne Kern von 18 Chr 35 Minuten bis 18 Uhr 
50 Minuten abwechselnd 1 Minute Reizung und | Minute Pause. Dubois- 
Reymond sches Schlitteninduktorium, Tauchbatterie, Platinelektroden. 





Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, .. .. 1,5036 mg = 1,1210 mg 
Anorgan. PgO, ... . 1,1148 , 0,9292 , 
Kreatin-P,0, .... . 0.3888 mg 0,1918 mg 


Nr. 5, Versuch vom 14. Dezember 1931. Préparation, Reizung rechts 
mit 2000 Kronecker-Einheiten ohne Kern. Von 10 Uhr 55 Minuten bis 
11 Uhr 10 Minuten abwechselnd 1 Minute Reizung und | Minute Pause. 
Dubois-Reymondsches Schlitteninduktorium, Tauchbatterie, Platinelek- 
troden. 





Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, ..... 1.3760 mg 1,1826 mg 
Anorgan. P,O, ... . 1,0148 , 0.7748 
Kreatin-P,0, .... . 0,3612 mg  0,4078 mg 


Nr. 6, Versuch vom 15. Dezember 1931. Préparation, Reizung rechts 
mit 2000 Kronecker-Einheiten ohne Kern. Von 16 Uhr 15 Minuten bis 
16 Uhr 30 Minuten abwechselnd | Minute Reizung und | Minute Pause. 
Dubois-Reymondsches Schlitteninduktorium, Tauchbatterie, Platinelek- 
troden. 
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Mit Reizung Ohne Reizung 





——————— - 


Gesamt-P,0, ..... 1,3792 mg 1,2902 mg 
Anorgan. P, 0, teeta 0,8420 , 0,6504- 
Kreatin-P,0, .... . 0,5372 mg | 0,6398 mg 


Nr. 7, Versuch vom 19. Dezember 1931. Praparation, Reizung links 
mit 2000 Kronecker-Einheiten ohne Kern. Von 10 Uhr 5 Minuten bis 
10 Uhr 20 Minuten abwechselnd 1 Minute Reizung und 1 Minute Pause. Dubois- 
Reymondsches Schlitteninduktorium, Tauchbatterie, Platinelektroden. 





| Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, . . .. . | 1,8606 mg | 1,8690 mg 
Anorgan. P,»O, .. . . || 0,6400 , 0,4100 , 
Kreatin-P,0, ... . . . | 1,2206mg  1,4590 mg 


Nr. 8, Versuch vom 20. Dezember 1931. Préparation, Reizung mit 
2000 Kronecker-Einheiten ohne Kern. Von 17 Uhr 45 Minuten bis 18 Uhr 
abwechselnd 1 Minute Reizung und | Minute Pause. Dubois-Reymondsches 
Schlitteninduktorium, Tauchbatterie, Platinelektroden. 





Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, .... . || 1,4980 mg | 1,4650 mg 








Anorgan. PgQ,; . . . 0.4508 , 00,4384 ,, 
Kreatin-P,0, ..... 1,0472 mg | 1,0266 mg 


Nr. 9, Versuch vom 21. Dezember 1931. Préparation, Reizung mit 
2000 Kronecker-Einheiten ohne Kern. Von 17 Uhr 45 Minuten bis 18 Uhr 
abwechselnd 1 Minute Reizung und 1 Minute Pause. Dubois- Reymond sches 
Schlitteninduktorium, Tauchbatterie, Platinelektroden. 
f — — 
: , || Mit Reizung | Ohne Reizung 





Gesamt-P,0, ..... 1,4758 mg _ 1,4284 mg 
Anorgan. P20, . . . . 0,8000 ,, 0,8000 2 
Kreatin-P,0, ..... 0,6758 mg | 0,6284 mg 


Nr. 10, Kontrollversuch ohne Reizung, 17. Dezember 1931. Préparation 
und sofortige Verarbeitung eines Muskels. 
Gesamtphosphat. ..... . . . 1,3792mg 
Anorganisches Phosphat ... . . 0,8000 ., 


Kreatinphosphorséiure ..... . 0.5792 mg 


Nr. 11, Kontrollversuch ohne Reizung, 18. Dezember 1931. Préparation 
und sofortige Verarbeitung eines Muskels. 


Gesamt-P,O;. ........ . . 1,3334mg 
Anorganische P,O,..... . . . 0,3756 ,, 


Kreatin-P,O, ......... . 0,9578mg 
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Nr. 12, Kontrollversuch ohne Reizung, 22. Dezember 1931. 


Praparation: 1. Seite sofort verarbeitet, 
2. Seite erst nach 20 Minuten verarbeitet. 








Sofort Spater 


verarbeitet verarbeitet 
Gesamt-P,0, ..... 1,7392 mg _—1,6804 mg 
Anorgan. P,O;, .. . . 0,5332 , 0,3810 
Kreatin-P,O, . .... 1,2060 mg | 1,2994 mg 
Tabelle I. 


Vergleich des Phosphagengehaltes der Muskeln ohne und mit sympathischer 
Reizung. Ruhender Muskel, kleine Frésche. 














| I. Mit Reizung II. Ohne Reizung 
a des N. sympathicus des N. sympathicus 
Nr. Datum d | Strom- an cg, [> mt ae 
auer | gtirke |Gesamt- Anorg. | Kreatin- Gesamt-  Anorg. Kreatin- 


P2 05 P2 O05 P2 05 P2 O05 P2 05 P, 05 
1931 Min. | mg mg mg mg mg mg 
I! : 


1 | 7.XI. 15 | 1000 || 1,8736 1,2148 0,6588 1,4918 0,9292 0,5626 
2\ 9.x.) 15 | 2000 || 1,2280 1,1532 0.0748 1.3110 1.1032 0.2078 
310.XIL 15 | 2000 || 1,1532 | 0.8986 0,2596 1,0928 0,9604 | 0,1324 
411.XI. 15 | 2000 || 1,5036 1,1148 0,3888 1,1210 0,9292  0,1918 
5 | 14.XI. 15 | 2000 | 13760 1,0148 0,3612 1,1826 0.7748 | 0.4078 
6 15.XII. 15 | 2000 | 1,8792 0.8420 0,5372 1,2902 0.6504 | 0.6398 
7/19.XIL 15 | 2000 | 1,8606 0,6400 1,2206 1,8690 0.4100 1,4590 
8 20.XII. 15 | 2000 | 1,4980 0.4508 1.0472 1.4650 0.4384 1,0266 
9 21.XIl 15 0,8000 0,6758 1,4284 0.8000 | 0,6284 
10 17. XII. Kontrollversuch | 1,3792 | 0,8000 0,5792 

11 | 18. XII. e 1,3334 | 0,3756 0,9578 

12 | 22. XII. 2 1.7392 05332 1.2060 1,6804 0.3810 1,2994 
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Das Ergebnis dieser Versuche besteht darin, daB ein Unterschied 
in der Kreatinphosphorsiure zwischen der Seite mit und der Seite 
ohne Reizung des Nervus sympathicus nicht zu konstatieren ist. Dies 
folgt daraus, daB bald auf der einen, bald auf der anderen Seite der 
Phosphagengehalt gréBer ist, so daB sich die Unterschiede gegenseitig 
aufheben. In Kontrollversuchen, in denen keine von beiden Seiten 
gereizt wurde, zeigten sich die gleichen kleinen Unterschiede. 


Die Tatsache, daB am ruhenden Muskel kein Unterschied festzu- 
stellen war, steht ganz im Einklang mit allen bisherigen Beobachtungen, 
die im Berner Physiologischen Institut, sowie auch an einigen anderen 
Orten gemacht wurden, daB auf den ruhenden Froschmuskel der Sym- 
pathicus keinen EinfluB8 ausiibt. 


Da aber immerhin die Méglichkeit bestand, daB die Reizstairke 
fiir den Sympathicus nicht geniigte, wurde eine andere Versuchsreihe 
angestellt, wo die Tiere vor Beginn des Versuchs curarisiert wurden. 
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Mit der Anwendung des Curare kniipfe ich an die Arbeit von 
Michol' an, der durch Benutzung von Curare die im Ischiadicus ver- 
laufenden motorischen und sympathischen Nerven voneinander trennen 
konnte. Auch am curarisierten Frosch erhielt er die charakteristische 
restituierende Wirkung, sei es, dab er die isolierten sympathischen 
Nervenfasern oder den Ischiadicusstamm selber reizte. 

In dieser zweiten Reihe untersuchte ich den Phosphagengehalt 
des ermiideten curarisierten Muskels ohne und mit Reizung des Sym- 
pathicus. Die Frmiidung hatte ich durch Reizung des Nervus ischiadicus 
herbeigefiihrt. Auch in dieser Versuchsreihe, von welcher ich nachfolgend 
einige Versuchsbeispiele urid eine zusammenfassende Tabelle II bringe, 
ergab sich kein Unterschied im Phosphagengehalt der Muskelseite ohne 
Reizung und derjenigen mit Reizung des Sympathicus. 


Versuchsreihe 2. 


Reizung des N.sympathicus am Frosch und Untersuchung des 
ermiideten Muskels auf seinen Gehalt an Kreatinphosphorsiure. Die 
Untersuchungen werden am _ cuwrarisierten Frosch? vorgenommen, 
um siamtliche Muskelzuckungen wahrend der Praparation auszu- 
schlieBen. Verwendet werden Frésche mittlerer GréBe, die eine gewisse 
Lebhaftigkeit aufweisen miissen. 

Ich injizierte unter drei Malen nach je 10 bis 15 Minuten total 
etwa 1 ccm 0,0028°, ig. Curarinlésung. Die maximale Wirkung konnte 
nach 45 bis 60 Minuten festgestellt werden. Dann wurde die Préparation 
vorgenommen und sodann der eine Sympathicus wahrend einer Viertel- 
stunde gereizt. Nachher brachte man die Muskeln sofort in fliissige 
Luft und stellte ein Muskelextrakt her, in dem die Kreatinphosphorséure 
bestimmt wurde. 


» Nr. 1, Versuch vom 28. Dezember 1931. Praparation und Ermiiden 
des Muskels durch direkte Reizung mit Offnungsinduktionsschligen. Dann 
wird der eine Sympathicus waihrend '/, Stunde mit Intervallen von 1 Minute 
minutenlang gereizt mit 2000 Kronecker-Einheiten. Tauchbatterie, Platin- 
elektroden. 

Kolorimetrie. 
1. Gesamt-P,O;. 





I. Mit Reizung II. Ohne Reizung 


Ablesung: 20 : 21,50 20 : 25,00 


20.0.1 0,3010 | 20.0,1 0,8010 
21,50 11,8824 | 25,00 —-1,3979 


0,09303 29686 |  0,0800 2,9031 
I = 1,8606 mg IL = 1,6000 mg. 


1 Ed. Michol, Zeitschr. f. Biol. 90, 315, 1930. 
2 Vgl. E. Michol, Zeitschr. f. Biol. 90, 316, 1930. 





M 
oO] 








on 


en 
he 
en 


te 
on 
a|- 
ge 


en. 
nn 
ite 


EinfluB des Sympathicus auf die biochemischen Vorgange usw. 187 


2. Anorganische POs. 





I. Mit Reizung Il. Ohne Reizung 
Ablesung: 20 : 25,50 20 : 27,00 
20.0.2 0,6020 20.0.2 0.6020 
25,5 1,4065 27,00 1,4314 
0,1569 1,1955 0.1481 1,1706 
, 0.1569 .4 0,1481.4 
; 0.6276 mg " ~ 0,5924 mg 





Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P,0O;, ..... 1,8606 mg 1,6000 mg 
Anorgan. P,0, . .. . 0,6276 , 0,5924 
hreatin-P,0, .... . 1,2330 mg 1,0076 mg 


Nr. 2. Versuch vom 29. Dezember 1931. Préparation, Ermiiden der 
Muskeln und Reizung des einen Sympathicus mit 5000 Kronecker-Einheiten 
ohne Kern. Dubois-Reymondsches Schlitteninduktorium, Tauchbatterie 
Platinelektroden. 





Mit Reizang Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, ..... 1.5686 mg 1.5686 mg 
Anorgan. P,O, . . . . 1,0884 . 1,1676 
Kreatin-P,O,; .... . 0.4802 mg 04010 mg 


Nr. 3, Versuch vom 29. Dezember 1931. Préparation, Ermiiden des 
Muskels und Reizen des einen Sympathicus mit 5000 Kronecker-Einheiten 
ohne Kern. Dubois-Reymondsches Schlitteninduktorium, Tauchbatterie, 
Platinelektroden. 





Mit Reizung Ohne Reizung ~ 


Gesamt-P,0;, ..... 1,3422 mg 1,3156 mg 
Anorgan. P,O; . . . . 0,7172 , 0,6808 
Kreatin-P,0, ..... 0,6250 mg 0,6348 mg 


Nr. 4, Versuch vom 30. Dezember 1931. Praparation, Ermiiden des 
Muskels und Reizen des einen Sympathicus mit 7000 Kronecker-Einheiten 
ohne Kern. Dubois-Reymondscher Schlittenapparat, Tauchhatterie, 
Platinelektroden. 





Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, ..... 2,0000 mg = 2,0000 mg 
Anorgan. P,0, .. . . 1,0664 , 0,8888 


Kreatin-P,0, ..... 0,9336 mg 1,1112 mg 
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Nr. 5, Versuch vom 30. Dezember 1931. Préparation, Ermiiden des 
Muskels und Reizen des einen Sympathicus mit 7000 Kronecker-Einheiten 
ohne Kern. Dubois-Reymondscher Schlittenapparat. Tauchbatterie, 
Platinelektroden. 





Mit Reizung | Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, ..... 1,6000 mg | 1,4036 mg 


Anorgan. P,O, ... . | 1,2308 , | 1,2212 , 
Kreatin-P,0, ..... | 0,3992 mg  0,1824 mg 


Nr.6, Versuch vom 31. Dezember 1931. Préparation, Ermiiden des 
Muskels und Reizung des einen Sympathicus mit 7000 Kronecker-Einheiten 
ohne Kern. Dubois-Reymondscher Schlittenapparat, Tauchbatterie, 
Platinelektroden. 





Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, .... . 1,9228 mg | 1,9048 mg 
Anorgan. P, 0; 2 0 = 0,9412 "ae 1,1264 ” 
Kreatin-P,0, .... . | 0,9816 mg | 0,7784 mg 


Nr. 7, Versuch vom 31. Dezember 1931. Préparation, Ermiiden des 
Muskels und Reizung eines Sympathicus wahrend 15 Minuten mit Pausen 
von 1 Minute mit 7000 Kronecker-Einheiten. Dubois- Reymond scher 
Schlitten. 





Mit Reizung | Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, ..... 1.9140 mg 





1,8606 mg 
Anorgan. P,O, .. . . 11032 , 0,8936 , 
Kreatin-P,0, ..... | 0,8108 mg  0,9670 mg 


Tabelle II. 


Vergleich des Phosphagengehaltes der Muskeln ohne und mit sympathischer 
Reizung. Ermitideter Muskel, curarisierte Frésche mittlerer GréBe. 














I I. Mit Reizung \| II. Ohne Reizang 
| : } durch Sympathicus durch Sympathicus 
7 Reiz- | Strom- 
Nr. Datum dauer stirke Gesamt- Anorg. Kreatin- | Gesamt-| Anorg. Kreatin- 
} PO; P20; P20; P,0;5 P20; P.O; 
1931 Min. mg mg mg mg | mg mg 








(28.X1T.|) 15 | 2000 | 1,8606| 0,6276 1,2330 1,600 | 0,5924 | 1,0076 
|29. XII. 15 | 5000 | 1,5686 | 1,084 0.4802 1,5686) 1,1676 | 0,4010 
99.X1I. 15 | 5000 | 1,3422! 0,7172 0,6250 | 1,3156 | 0,6808 | 0,6348 
30.XII. 15 ~~ 7000 | 2,0000| 1,0664 0,9336 | 2,0000 | 0,8888 | 1,1112 
(80.XII. 15 = 7000 ~—«:1,6000| 1,2308 | 0,3992 | 1,4036| 1,2212 | 0,1824 
31.XII.| 15 | 7000 | 1,9228/ 09412 0.9816 1,9048| 1,1264 | 0.7784 
31.XI. 15 | 7000 | 1,9140/ 1,1032 | 0,8108  1,8606 | 0,8936 | 0.9670 
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Wie bereits vorerwaihnt, war auch in dieser zweiten Versuchsreihe 
kein Unterschied im Phosphagengehalt der Muskelseite ohne und mit 
Reizung des Sympathicus zu finden. 
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Das von mir angewandte Curare war reinstes Curare, von Béhm 
hergestellt, dasselbe Praparat, welches von Michol benutzt wurde. 
In keinem meiner Versuche gab es, bei Reizung des Sympathicus, die 
geringsten motorischen Wirkungen mehr. Aus diesem Grunde konnte 
ich den Sympathicus mit viel héheren Stromstarken reizen, als es in der 
friiheren Versuchsreihe méglich war. Das negative Ergebnis der ersten 
Reihe kann daher nicht von einer zu schwachen Reizung der sympathi- 
schen Nerven herriihren. 

Aus diesem Grunde schritt ick. schlieBlich zu einer dritten Versuchs- 
reihe, wo ich die Muskeln durch Reizung der Vorderwurzeln und nicht 
des Ischiadicusstammes ermiidete. Hierbei ging ich von der immer 
wieder bestatigten Voraussetzung aus, daB die von Orbeli geschaffene 
Methode der Ermiidung des Muskels durch Reizung der vorderen 
Wurzeln die giinstigsten Bedingungen fiir das Auftreten der resti- 
tuierenden Wirkung der Sympathicusreizung schafft. Die Griinde 
hierfiir sind in vorausgegangenen Arbeiten des Berner Physiologischen 
Instituts angegeben worden. Im iibrigen war die Technik der Versuche 
dieser Reihe die gleiche wie in den friiheren Reihen. Die Ergebnisse 
dieser Versuchsreihe bringe ich in nachfolgenden Versuchsprotokollen 
und in der zusammenfassenden Tabelle ITT. 


Versuchsreihe 3. 


Praparation und Reizung der Vorderwurzeln, beidseitig, bis die 
Muskeln ermiiden, dann einseitige Reizung des Sympathicus und Unter- 
suchung der Mm. gastrocnemii auf ihren Gehalt an Kreatinphosphorsaure. 

Der Sympathicus wird auf der einen Seite pripariert und auf der 
Hohe des 7. Ganglions gereizt, und auf der anderen Seite wird er durch- 
schnitten. Dann werden die vorderen Wurzeln freigelegt und prapariert. 
Um das Auftreten von Stromschleifen zu vermeiden, habe ich das 
Riickenmark in der Medianebene durchtrennt und die ganzen Halften 
auf die Elektroden gelegt, doch so, daB die vorderen Wurzeln nach 
unten zu liegen kommen. Gereizt wurde durch Offnungsinduktions- 
schlige, ein Schlag pro Sekunde, die mit Tauchbatterie und Kontaktuhr 
hergestellt wurden. Durch Einschalten eines Relais blendete ich 
die SchlieBungsinduktionsschlage ab. Dieser Stromkreis wurde mit 
zwei Kronecker Schlittenapparaten verbunden, fiir jede Seite einen, 
damit man beidseitig die Stromstairke variieren und gleiche Kon- 
traktionen erhalten konnte. Sobald eine deutlich sichtbare Ermiidung 
eingetreten war, reizte ich zugleich den Sympathicus wihrend einer 
Viertelstunde, und dann wurden die Gastrocnemii abgelést und méglichst 
rasch in fliissige Luft getaucht. Nachher wurden sie auf die tibliche 
Weise verarbeitet und aus dem Extrakt die Gesamt- und die anor- 
ganische Phosphorséure bestimmt. 
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Nr. 1, Versuch vom 6. Januar 1932. Préparation, Ermiiden der Muskeln 
durch Reizen der vorderen Wurzeln und Reizung des einen Sympathicus 
mit 8ecm Spulendistanz wahrend '/, Stunde, je 1 Minute Reizung und 


1 Minute Pause. 
Kontraktion. 


Auf der Seite mit Sympathicusreizung etwas starkere 


Kolorimetrie. 


1. Gesamt-P,0Os. 





I. Mit Reizung 


20 : 23,81 
20. 0,1 0,3010 | 
23,81 1,3768 
0,083 98 2,9242 
0,083 98 . 20 


—i 


a = 


Il. Ohne Reizung 


20 : 24,00 


20.0,1  0,3010 

24,00 —_1,8802 
0,083 33. 2,9208 
_ 0,088 38 . 20 


1,6666 mg 


2. Anorganische P,O,. 





II. Ohne Reizung 


I. Mit Reizung 


20 : 13,85 20 : 12,20 





20.0,2  0,6020 20.0.2 0,6020 
13,85 11,1414 12,20 _1,0864 
0,2888 1,4606 0.3278 1,5156 
1, — .0:2888 . 4 0,8278 . 4 
* “~ 1,1552 mg : 1,3112 mg 
pamonniag™ | Mit Reizung | Ohne Reizung 
Gesamt-P,0, ..... 1,6776 mg 1,6666 mg 
Anorgan. P) 0, 1,1552 , 18112, 


Kreatin-P, 0, 0,5224 mg | 0,3554 mg 
Uberschu8 an Kreatin-P,O, auf der gereizten Seite 0,16 mg. 


Nr. 2, Versuch vom 7. Januar 1932. Praparation, Ermiiden der 
Muskeln durch Reizen der vorderen Wurzeln und Reizung des einen Sym- 
pathicus mit 11 em Distanz wahrend '/, Stunde, je 1 Minute Reizung und 
1 Minute Pause. Auf der Seite mit Sympathicusreizung verstarkte Kon- 


traktion. 





} Mit Reizung Ohne Reizung 








Gesamt-P, O; 1,9798 mg 1,9702 mg 
Anorgan. P, 0; 1,1272 , 1,2996 , ° 
Kreatin-P,0O, . 0,8526mg  0,6706mg 


Uberschu8 an Kreatin-P,O, bei Reizung 0,18 mg. 


Nr. 3, Versuch vom 8. Januar 1932. Praparation, Ermiiden der 


Muskeln durch Reizen der vorderen Wurzeln und Reizung des einen Sym- 
pathicus mit 5'/,cm Spulendistanz, abwechselnd 1 Minute Reizung und 
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1 Minute Pause. Nach Reizung des Sympathicus auf der betreffenden 
Seite deutlich verstarkte Kontraktion sichtbar. 





Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, ..... 1,8098mg 1,7936 mg 
Anorgan. P,O;, .....» 1,0844 , 1,2776 , 
Kreatin-P,0, ... . .  0,7254 mg 0,4160 mg 


UberschuB an Kreatin-P,O, bei Reizung 0,31 mg. 


Nr. 4, Versuch vom 8. Jaruar 1932. Praparation, Ermiiden der 
Muskeln durch Reizen der vorderen Wurzein und Reizung des einen Sym- 
pathicus mit 10,5cm Spulendistanz, abwechselnd 1 Minute Reizung und 
1 Minute Pause. Nach Reizung des Sympathicus auf der betreffenden 
Seite etwas verstarkte Kontraktion. 





Mit Reizung Ohne Reizung 


Gesamt-P,0, .... . | 1,8614mg 1,8516 mg 
Anorgan. P,O, . .. . | 1,0888 , 1,3112 , 
Kreatin-P,0, . . . . . || 0,7226me¢ 0,5404 mg 


Uberschu8 an Kreatin-P,O, bei Reizung 0,15 mg. 


Tabelle Ill. 


Vergleich des Phosphagengehaltes der Muskeln ohne und mit sympathischer 
Reizung. Ermiideter Muskel durch Reizung der vorderen Wurzeln. 








aun. I. Mit Reizung II. Ohne Reizung é 
, ba des N. sympathicus des N. sympathicus Kreatin- 
. Reiz-  /en- P05 Diffe- 
Nr. Datum dauer di- | Gesamt-| Anorg. Kreatin- Gesamt- Anorg. Kreatin- rene 
stanZ  P205 | P2Os P2205 | PsOg | P2Os | P20 | pifte- 
i 1982 Min. cm mg mg mg mg mg mg renz Ol 
1 6.1. 15 8 | 1,6776 |1,1552|0,5224 | 1,6666 1,31120,3554) 0,16 45 
2 7.1 15 11 | 1,9798 1,1272/0,8526 1,9702 1,29960,6706 0,18 27 
3 8. | 15 5,5 1,8098 0,0844'0,7254 1,7936 1,27760,4160) 0,31 75 
4 8.1 15 10,5 | 1,8614 | 1,0388 |0,7226 | 1,8516 1,31120,5404) O18 33 


Mittelwert diber Gesamtdurchschnitt 45°,, Differenz. 


Es geht mit groBer Deutlichkeit aus den vier von mir mitgeteilten 
Versuchen hervor, da8 in jedem Falle auf derjenigen Seite, auf welcher 
der Sympathicus gereizt wurde, die aus dem Phosphagen stammende 
Phosphorsiure gréBer war als auf derjenigen Seite, auf welcher der 
Sympathicus nicht gereizt wurde. Der kleinste Unterschied, den ich 
fand, war 0,16 mg pro Gramm Muskel, der gréBte Unterschied 0,31 mg. 
Um eine Vorstellung der Bedeutung dieser Zahlen zu bekommen, 
braucht man sich nur den prozentischen Unterschied zu vergegen- 
wartigen. Er betragt durchschnittlich 45°, ein prozentischer Unter- 
schied demnach, der gar nicht unbedeutend ist. 
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Diese Reihe beweist eindeutig, daB die sympathische Reizung 
einen EinfluB auf das chemische Geschehen im Muskel besitzt, und es 
kann auch kein Zweifel dariiber bestehen, was die Bedeutung dieser 
chemischen Beeinflussung ist. Der Gehalt an Kreatinphosphorsiure 
ist im ermiideten Muskel, der unter dem Einflu8 der sympathischen 
Reizung gestanden hat, merklich gréBer als in dem Muskel der, wie ich 
ausdriicklich betone, genau gleich ermiideten Muskulatur der anderen 
Seite ohne Reizung des Sympathicus. Der gréBere Phosphagengehalt 
auf der ersteren Seite bedeutet aber eine bessere Restitution der be- 
treffenden Muskulatur; somit ist weiter der Beweis geliefert, daB tat- 
sichlich die sympathische Reizung in den Restitutionsvorgang eingreift. 
Zum guten Teil lassen sich cie im Berner Physiologischen Institut 
friiher beschriebenen Anderungen mechanischer Leistungen des Muskels 
infolge sympathischer Reizung auf den hier aufgedeckten chemischen 
Mechanismus zuriickfiihren. 

Zusammengefaft ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit der nach- 
folgende : 

1. Es wurde auf Grund der Vorstellung, daB die Sympathicus- 
reizung in den Restitutionsvorgang des Muskels in férderndem Sinne 
eingreift, der Kreatinphosphorséuregehalt in der Muskulatur des 
Frosches bestimmt, von welcher die eine Seite als Kontrollseite dient, 
wahrend auf der anderen Seite, die sonst unter genau gleichen Be- 
dingungen gehalten wurde, die sympathischen Nerven gereizt wurden. 

2. Waren die Muskel beider Seiten ruhend und frisch, so rief die 
bloBe Reizung des Sympathicus keinen Unterschied im Gehalt an 
Kreatinphosphorséure der Muskeln hervor. 

3. Wurden die Muskeln durch Reizung des Ischiadicus ermiidet 
und zur Ausschaltung von Stromschleifen auf die motorischen Nerven 
das Praparat curarisiert, so veranlaBte trotzdem die Sympathicus- 
reizung keinen Unterschied im Gehalt an Kreatinphosphorsiure auf 
beiden Seiten. 

4. Wurden aber die Muskeln durch Reizung der vorderen Wurzeln 
im strengen Ermiidungsversuch ermiidet und dazu auf der einen Seite 
die sympathischen Nerven gereizt, so fand sich ausnahmslos auf der 
Seite der Sympathicusreizung ein erhéhter Gehalt an Kreatinphosphor- 
5. Durch letztere Versuchsreihe ist sowohl im allgemeinen eine 
chemische Beeinflussung des Muskels durch sympathische Reizung 
nachgewiesen, wie im besonderen das Eingreifen in die biochemischen 
Vorginge der Restitution. Hierdurch findet die Annahme der 
Asherschen Schule, da8 die Sympathicusreizung durch Anderung des 
Restitutionsvorganges wirkt, eine Bestatigung. 
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Die enzymatische Spaltung und Synthese der Asparaginsaure. 


Von 
Artturi I. Virtanen und J. Tarnanen. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Stiftung fiir Chemische For- 
schung und dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m. b. H., 
Helsinki.) 

(Eingegangen am 12. Mai 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wie wir schon vorlaufig! mitgeteilt haben, ist die Frage der isolier- 
baren desaminierenden Enzyme der Aminosauren im Falle der Asparagin- 
saure im bejahenden Sinne beantwortet worden. Die Reaktion 


1-Asparaginsiure == Fumarsiure + N Hg, 


welche Quastel und Woolf? mit ,,ruhenden Colibakterien schon friiher 
beschrieben haben, vermochten wir mit zellfreier Enzymldsung aus 
B. fluorescens liquefaciens zu realisieren. Dadurch ist zum ersten Male 
ein wahrhaftes frei wirksames Enzym in dem biologisch so eminent 
wichtigen ProzeB der Desaminierung der Aminoséiuren exakt nach- 
gewiesen worden. Die Annahme der oxydativen Desaniinierung der 
Aminosauren als des einzigen Abbauweges der Aminosauren hat dadurch 
eine bedeutende Einschrankung erfahren. Woolf hat fiir das in den 
ruhenden Colibakterien vorkommende Enzym, welches Ammoniak 
aus der Asparaginsiure abspaltet, den Namen Aspartase vorgeschlagen. 
Wir werden diesen Namen fiir das von uns isolierte desaminierende 
Enzym anwenden. 

Die Jsolierung der Aspartase gelang uns aus B. fluorescens lique- 
faciens als Ausgangsmaterial. Die getrocknete Bakterienmasse gab 
nach Stehen in Wasser unter Toluol einen erheblichen Teil ihrer Aspar- 
tase an die Lésung ab. Durch Zentrifugieren und darauffolgendes 
Filtrieren durch Berkefeld-Filter bei pg 7 erhielten wir eine wasserklare, 
zellfreie Lésung, welche sowohl aus |-Asparaginsiure unter Bildung 
von Fumarséure Ammoniak abspaltete, als auch aus Fumarsiure und 


! Virtanen u. Tarnanen, Naturwissensch. 19, 397, 1931; Virtanen, 
Acta Chemica Fenn. B. 4, 9, 1931. 

2 Biochem. J. 20, 545, 1926. 

3 Ebendaselbst 23, 472, 1929. 
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Ammoniak |-Asparaginsiure synthetisierte. Das Filtrieren war jedoch 
bei pa 7 wegen schleimiger Stoffe auBerst miihsam und nahm lange 
Zeit in Anspruch. Wurde die Lésung etwas angesiuert (bis unter py 6), 
so gelang das Filtrieren viel leichter, die Aspartase blieb aber voll- 
stindig in der Bakterienmasse. Wegen dieser Schwierigkeiten bei der 
Isolierung haben wir noch nicht so groBbe Mengen Enzymlésung in 
Handen gehabt, daB wir die Aspartase von anderen in der Lésung 
befindlichen Enzymen, wie Lipasen und Asparaginase, hatten isolieren 
kénnen. Die Arbeit wird in dieser Richtung noch weitergefiihrt. 

Die Reaktion: 1-Asparaginsiure [= Fumarséiure + Ammoniak ist 
reversibel, wie schon Quastel und Woolf gefunden haben. Wir haben 
das Gleichgewicht der Reaktion unter Anwendung von Enzymlésung 
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der Asparaginsiure. Bei der Synthese 1 Mol Synthese der Asparagins&ure. 
‘umarsiure + 1 Mol Ammoniak. ‘ 1. Spaltung 


Il. Synthese. 


sowohl von Asparaginsiure als von Fumarsaiure + NH, ausgehend 
bestimmt. Abb. 1 veranschaulicht die Resultate dieser Bestimmung. 
Man sieht aus den Kurven, daB das Gleichgewicht von beiden Seiten 
erreicht wird. 

Die Versuche, bei welchen die Synthese der Asparaginsaure bei 
verschiedenen NH,-Konzentrationen verfolgt wurde, zeigten, daB die 
Reaktion dem Massenwirkungsgesetz folgt. Aus der Tabelle I geht dies 
deutlich hervor. 

Tabelle J. 








| . 
Versuch Fumarsiure- Fence a0 Asparaginséure in 9 ia 
Nr. 4 Reenenteation | etwa gebildet } berechnet 
1 m/10 m/20 34 36 
2 m/10 m/10 58 58 
3 m/10 3 m/20 72 72,5 
4 m/10 m/5 76 80,5 


* Die genauen Ammoniakmengen sind im experimentellen Teil (Versuchsserie 6) angegeben 
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Die Gleichgewichtskonstante wurde nach dem Versuch 2 berechnet. 
Die gefundene Konstante 3,54 ist dann bei den anderen Versuchen 
benutzt worden. 


Der EinfluB der Axiditdt auf die Tatigkeit der Aspartase wurde 
mit Trockenbakterien in Gegenwart von Toluol sowohl fiir Synthese 
als auch fiir Spaltung der Asparaginsiure bestimmt. Es zeigte sich, 
daB die py-Kurven der Spaltung und Synthese gleich sind. Das 
Optimum liegt bei py 7 bis 7,5; unter py 5,5 kann das Enzym nicht 
mehr wirken. Abb. 2 stellt die ermittelten py-Kurven dar. 

Schon das von beiden Seiten erreichbare Gleichgewicht lieB die 
SchluBfolgerung zu, daB die Reaktion tatsichlich nach der Gleichung: 
l-Asparaginsiure == Fumarsaéure -+- NH, verliuft. Da wir jedoch mit 
der Enzymlésung die Synthese der Asparaginsaure auch aus /- A pfelsdure 
erzielten, sahen wir uns veranlaSt, die Synthese der Asparaginsdure 
naher zu untersuchen. Die Bildung der Asparaginsaéure aus Apfelsiure 
konnte entweder dadurch erklart werden, daB die angewandte Bakterien- 
masse bzw. Enzymlésung Fumarase enthalt, wodurch aus der Apfel- 
siure Fumarsaure entsteht, oder dadurch, daB die Bakterien ein Enzym 
enthalten, welches die Bildung der Asparaginséiure direkt aus Apfel- 
siure nach der Gleichung 
HO,C .CH,.CH(OH).CO,H + NH, = HO,C.CH,.CH(NH,) . CO,H 

+ H,O 


katalysiert. 


Die erste Alternative ist schon im voraus am wahrscheinlichsten 
und wird noch stark gestiitzt durch unsere Beobachtung, daB die 
Bakterienmasse und die Enzymlésung tatsichlich Fumarase enthalten. 
Eine exakte Entscheidung zwischen den beiden Méglichkeiten ware 
erst dann méglich, wenn sich eine Trennung der Fumarase und Aspartase 
voneinander durch Adsorption realisieren liebe. Wegen der miihsamen 
Herstellung der aktiven Enzymlésung haben wir diese Trennung 
noch nicht durchfiihren kénnen. Dagegen ist es uns gelungen, unter 
Anwendung der von Battelli und Stern! angegebenen Inaktivierung der 
Fumarase durch Trypsin ein fumarasefreies Enzympraiparat, welches 
noch Aspartase enthalt, darzustellen. Ein derartiges Praiparat kann 
die Bildung von Asparaginsdure aus Apfelsiure nicht mehr hervor- 
rufen. Es ist also klar, daB die Synthese der Asparaginsdure aus A pfel- 
sdure tiber die Fumarsdure erfolgt: 


Fumarase- Aspartase- 
Wirkung Wirkung 


l-Apfelsiure .— > Fumarsiaure ~~~ Asparaginsaure. 


! Soc. Biol. 84, 305, 1921. 
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Die Spezifitat der Aspartase ist auBerordentlich fein. Auf andere 
geprifte Aminosduren — Glykokoll, Alanin, Leucin und Glutamin- 
sdure — hatte das Enzym keine Kinwirkung. * Auch die Derivate der 
Asparaginsaure scheinen nicht durch die Aspartase gespalten zu werden. 
Das wichtige Halbamid der Asparaginsaure, /- Asparagin, spaltete zwar 
unter der Einwirkung der Enzymlésung Ammoniak unter Bildung von 
Fumarsaure ab; wir konnten aber bisher noch nicht bestimmen, ob 
die Spaltung der Aminogruppe durch Aspartase direkt aus dem 
Asparagin oder aus der daraus gebildeten Asparaginsaure erfolgte. 
Die letztere Alternative ist die wahrscheinlichere, denn die Enzym- 
lésung enthielt auch Asparaginase, welche den Amidstickstoff unter 
Bildung von Asparaginsaéure abspaltete. Da wir die Asparaginase und 
Aspartase nicht voneinander getrennt haben, ist eine Entscheidung 
dieser Frage noch nicht méglich. eWie gesagt, halten wir den Abbauweg 


Asparaginase- Aspartase- 
Virkung Wirkung 
l-Asparagin —>  |-Asparaginsaure —»> Fumarsaure 


fiir den wahrscheinlichsten. 

In diesem Zusammenhang sei erwaihnt, daB die Aspartase viel 
empfindlicher gegen Sauren und Alkohol ist als die Asparaginase, 
welche nach den Angaben in Literatur! auch sehr empfindlich gegen 
diese Agenzien sein soll. Bei unseren Versuchen wurde die Asparaginase- 
wirkung nicht gehemmt durch diejenige Aziditat oder durch diejenige 
Alkoholkonzentration, welche die Aspartase inaktivierten. 

Das Fumarsdurediamid addierte kein Ammoniak durch die Ein- 
wirkung unserer Bakterienmasse bzw. Enzymlésung. Die freien 
Carboxylgruppen scheinen also unentbehrlich fiir die Aspartasewirkung 
zu sein. 

" ~Aus der Methylfumarsdure, Mesaconsiure, 
HO, C.C.CH, 
I} 
H.C.CO,H 
konnte die entsprechende Aminosaiure durch die Aspartase nicht ge- 
bildet werden, ebensowenig aus der trans- Aconitsdure, 
HO,C.C.H 
1] 
HO, C.H,C.C.C0,H 


Diese Saure ist, wie noch unten besprochen wird, darum von besonderem 
Interesse, weil man iiber sie die enzymatische Bildung der wichtigen 
Aminosaure Glutaminséure annehmen kénnte. 


! Siehe Grassmann in Ergebn. d. Enzymforschung von Nord u. Weiden- 
hagen, S. 149, Leipzig 1932. 
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Aus unseren Ergebnissen kann man schlieBen, daB sich die Wirkung 
der Aspartase nur auf |-Asparaginsiure bzw. Fumarsaure beschrankt. 
Schon die Substituierung des einen Wasserstoffatoms im Molekiil der 
Fumarsiure z.B. durch die Methylgruppe verhindert die Enzym- 
wirkung. Auch die Veranderungen in der Carboxylgruppe sind fiir die 
Aspartasewirkung entscheidend. 

Die Aspartase ist nach unseren bisherigen Untersuchungen weit 
verbreitet im Pflanzenreich. Wir konnten sie sowohl in den héheren 
Pflanzen — in Erbsenkeimlingen und jungem Gras — als in allen 
gepriften Bakterienarten, dagegen nicht in Hefe, finden. In tierischen 
Geweben und Organen — Muskel, Kuhembryo und Leber wurden bei 
den Bestimmungen angewandt — konnten wir das Enzym vorlaufig 
nicht finden. 


Die Synthese der Aspereginnhure aus Fumarsaiure und Ammoniak 
ist darum von besonderem Interesse, weil sie die erste durch ein isolier- 
bares Enzym bewirkte Reaktion ist, welche von einem Abbauprodukt 
der Kohlenhydrate zum Baumaterial von Eiweifstoffen fiihrt. Die 
Bernstein- bzw. Fumarsaure sind durch die Wirkung beinahe simtlicher 
Zellarten in gréBerem oder geringerem Umfange gebildete Abbau- 
produkte der Kohlenhydrate, welche bekanntlich durch Succinohydrase 
ineinander iibergehen. Nach der allgemein akzeptierten Auffassung 
bildet sich Bernsteinséure aus der Essigsiure, nach den experimentellen 
Arbeiten von Virtanen und Mitarbeitern' erfolgt die Entstehung der 
Bernsteinsiure wenigstens mit Bakterien nicht auf diese Weise, sondern 
offenbar so, daB das Glucosemolekiil schon von Anfang an in 2- und 
4-Kohlenstoffverbindungen gespalten wird. Der Mechanismus der 
Bildung von Bernsteinsdure ist hinsichtlich des vorliegenden Problems 
von geringerer Bedeutung: die Hauptsache ist, daB aus den Kohlen- 
hydraten biochemisch Bernstein- bzw. Fumarsiure gebildet werden. 


Aus der Fumarsiaure entsteht nun unter der Einwirkung von Aspar- 
tase die Asparaginsiure. Das Gleichgewicht der Reaktion beruht, wie 
schon gezeigt worden ist, auf den Mengen der an der Reaktion jeweils 
beteiligten Komponenten. In der jungen Pflanzenzelle, der reichlich 
Stickstoffnahrung zur Verfiigung steht, ist die Synthese der Asparagin- 
saure sehr stark. Seit alters ist auch die Tatsache bekannt, daB die 
jungen Pflanzen groBe Mengen Asparagin, das Halbamid der Asparagin- 
saure, enthalten. So macht z. B. das Asparagin 25°, von der Trocken- 
substanz der l5tagigen Lupinenkeimlinge aus*. Kiirzlich haben 


' Virtanen, Ann. Acad. Scient. Fenn. A. 29, Nr. 26, 1927; Virtanen u. 
Simola, Zeitschr. f. physiol. Chem. 168, 284, 1927; Virtanen u. Kartsrém, 
Acta Chem. Fenn. B. 4, 17, 1931. 

2 S. Czapek, Biochemie der Pflanzen, LI. Teil, S. 261, 1925. 
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Virtanen und H. Karstrém die Beobachtung gemacht, daB B. coli 
(fertige Bakterienmasse), welches in einer ammoniumsalzfreien Glucose- 
lésung etwa 20°, Bernsteinsiure aus der Glucose bildet, in einer 
Glucoselésung, welche 5g Ammoniumsulfat pro 5g Glucose enthalt, 
nur etwa 10°, Bernsteinsaure bildet. La®t man B. coli in einer Nahr- 
lésung wachsen, die 0,1 g Ammoniumchlorid und 10g Glucose pro 
5 Liter Nahrlésung enthalt, so werden etwa 10°, Bernsteinsiure aus 
der Glucose gebildet ; enthalt die Nahrlésung dagegen 10 g Ammonium- 
chlorid pro 10 g Glucose, so ist in der Nahrlésung nach der Benutzung 
des Zuckers entweder gar keine oder héchstens einige Prozente Bern- 
steinsiure zu finden. 


Diese Beobachtungen sind am besten so zu erkliren, daB die Bern- 
steinsiure tiber die Fumarsiure zur Synthese der Asparaginsaure 
verbraucht wird. Walls der Zelle nicht geniigend Ammoniumsalze zur 
Verfiigung stehen, ist die Synthese schwach, und als Garprodukt kommt 
reichlich Bernsteinsaure vor. Die Bernstein-, Fumar- und Apfelsaure, 
deren Ineinanderiibergehen enzymatisch klar ist, sind auf Grund unserer 
Beobachtungen wichtige Baustoffe fiir die EiweiBsynthese. Aus der 
folgenden schematischen Darstellung geht das gegenseitige Verhaltnis 
dieser Saiuren hervor: 


CO,H CO,H CO,H 
| | 
CH, —Hy, CH +H,0 CHOH 
| aaa o aa | 
Cc Hy oo Hy CH —— H,0 CH, 
| | 
CO,H CO,H CO,H 
+ NH; j4— NH; 
CO,H 


] 
CHNH, 


| 
CHy 


| 
CO,H 


DaB diese Siuren in den Pflanzen und als Garprodukte der Mikro- 
organismen vorkommen, folgt aus der Schwachung der EiweiBsynthese, 
die entweder auf Mangel an Stickstoff oder auf einer Schwachung des 
Stickstoffstoffwechsels der Zellen beruht. Aus der Umkehrbarkeit 
der Reaktion: Fumarséure + NH, = 1-Asparaginsiure folgt, dab 
aus der Asparaginséure auch Fumarséiure entsteht. Es sei hier 
jedoch bemerkt, daB das Kohlenstoffskelett der Asparaginsaure sich 
aus der bei der Garung des Zuckers entstandenen Fumarsiure ge- 
bildet hat. 
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Da die Bildung und die Spaltung der Asparaginsiure auf diese 
Weise klargelegt worden sind, entsteht die Frage, ob andere Amino- 
siuren auf ganz andere Weise, z. B. tiber Ketosiuren, wie man all- 
gemein annimmt, gebildet werden. 


Betreffs der Glutaminséure ware es verlockend anzunehmen, daB sie 
analog der Asparaginsiure aus der Aconitséure entstiinde, die unter Auf- 
nahme von Ammoniak und Abgabe von Kohlendioxyd in Glutaminséure 
iiberginge. Zu der Aconitséure fiihrt der Weg iiber die Fumar-, Apfel-, 
Oxalessig- und Citronenséure’. Nach Virtanen und Pulkki* wird die 
Citronensdure aus der Oxalessigséure und aus Acetaldehyd- bzw. Essigsaure 
gebildet. Die Entstehung der Glutaminséure wiirde demnach auf folgende 
Weise vor sich gehen: 


CO.H CO, H CO gH COgH 
| | | | 
CH, ‘CH CHOH CO + CHs —CHO 
| > \} —> | —> | 
CH, CH CH, CH, 
| | | | 
CO,H CO,H CO,H CO,H 
Bernstein- Fumar- Apfel- Oxalessig- 
siure sadure shure shure 
CO,H CO,H 
| | 
COH — CH, — CO, H C—CH — CO,H 
—_ | _> 
CH, CH, 
CO,H CO,H 
Citropenséure Aconitsiéure 
CO,H 
| 
CH—CH(NH,) —C0,H CH, — CH (NH,)—C0,H 
> | ad | } 
r NH; CHy CH, 
| | 
CO,H C0O,H 


Glutaminsiure 


Nachdem wir festgestellt haben, daB durch die Aspartasewirkung 
keine Ammoniakbindung an die Aconitséure erfolgt, kann man die oben 
erwahnte Annahme von der Entstehung der Glutaminséure nicht aufrecht- 
erhalten unter der Voraussetzung, daB die Ammoniakbindung sowohl an 
die Fumar- als an die Aconitsiure durch dasselbe Enzym hervorgerufen 
wiirde. 

Die Annahme, da8 aus der Asparaginsiure andere Aminosduren 


entstehen kénnten, ist unseres Erachtens nicht ausgeschlossen, obwohl 
es keine eigentlichen Beweise dafiir gibt. Die Abspaltung von CO, 


1 Virtanen, Acta chem. Fenn. B. 4, 13, 1931. 
2 Ebendaselbst 1, 101, 1928; Ann. Acad. Scient. Fenn. A. 33, Nr. 3, 1930. 


oe ye 





200 A. I. Virtanen u. J. Tarnanen: 


aus der Asparaginsdure wiirde zu Alanin, die hydrolytische Spaltung 
zu Serin fiihren usw. Ob diese Reaktionen tatsachlich in den Zellen 
erfolgen, ist jedoch, wie erwahnt, ganz unklar. Vorliufig kénnen wir 
nur die Synthese und die Spaltung der Asparaginsdure als klargelegt 
betrachten. 


Experimenteller Teil. 


Nachdem wir mit B. fluorescens liquefaciens sowohl unter Anwendung 
frischer Bakterienmasse unter Toluol als getrockneter Bakterien einerseits 
die Spaltung von Ammoniak aus 1-Asparaginséiure unter Bildung von 
Fumarsadure, welche aus der atherischen Lésung in Substanz isoliert und 
dann charakterisiert wurde, andererseits die Bildung von |-Asparaginséure — 
die Saure wurde als Cu-Salz isoliert und charakterisiert aus Fumarsdure 
und Ammoniak konstatiert hatten, trafen wir MaBGregeln zur Isolierung 
und eingehenden Untersuchung des Enzyms, das die erwahnte Reaktion 
hervorgerufen hatte. Das Ausgangsmaterial zu diesem Zwecke war gliicklich 
gewahlt worden, denn, wie unten naher beschrieben wird, ging das Enzym 
aus anderen Bakterien, in welchen spater dasselbe Enzym gefunden wurde, 
nicht in die Lésung itiber. Die Bildung bzw. Spaltung der Asparaginséure 
in den Reaktionslésungen wurde durch quantitative NH,-Bestimmungen 
nach van Slyke! (Vakuumdestillation) verfolgt. Zur Bestimmung wurden 
je 20 cem der zu untersuchenden Lésung angewandt, die Ammoniakmengen 
sind jedoch im folgenden pro 10 ccm Lésung angegeben. Auf Grund der 
gebildeten oder verschwundenen Ammoniakmengen konnte man die Menge 
der gespaltenen oder synthetisierten Asparaginsiure genau berechnen. 

Als Substrat bei den Versuchen zur Asparaginséurespaltung diente 
entweder d, l-Asparaginsaéure oder 1-Asparaginséure. Weil nur die l-Form 
Ammoniak abspaltete, hatte die d-Form keine Bedeutung bei den Ver- 
suchen. Von der d, l-Asparaginséiure muBte man infolgedessen zweimal 
soviel Substanz anwenden als von der |-Asparaginséure. 


B. fluorescens liquefaciens wurde in -einer Nahrlésung von folgender 
Zusammensetzung kultiviert: 


10 g Pepton, 
5g Fleischextrakt, 
3g NaCl, 
3g K,HPO,, 
lg MgSO, 7H,O 
1000 cem Leitungswasser. 


Die Reaktion der Nahrlésung war beim Impfen stets auf pu7 ein- 
gestellt. Nach zweitagigem Wachstum bei 24 bis 25° C wurden die Bakterien 
abzentrifugiert, in Wasser suspendiert, nochmals abzentrifugiert und dann 
auf einem porésen Tonteller mindestens 1 Tag lang getrocknet. Dieses 
Trockenpraparat diente als Ausgangsmaterial beim Isolieren der Aspartase. 
Bei allen Versuchen sowohl mit dem Berkefeld-Filtrat als mit dem Trocken- 
praiparat wurde Toluol als Antiseptikum angewandt, und zwar etwa 4 ccm 
pro 100cem Lésung. 


1 Siehe Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. I, Teil 7, 
S$. 58, 1923. 
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Die Jsolierung der Aspartase. 


Versuchsserie 1. 3,6g Trockenpréparat wurden in 100 ccm Wasser 
suspendiert, pH auf 7 eingestellt und die Suspension nach Toluolzusatz 
2 Tage lang bei 37° aufbewahrt. Danach wurde durch Zusatz von Essig- 
siure auf pu 4,5 angeséuert, abzentrifugiert und die erhaltene triibe Lésung 
durch Berkefeld-Filter filtriert. 

Die Versuchslésung bei den Versuchen zur Spaltung von Asparagin- 
séure enthielt: 

2,1 g d, l-Asparaginsaure, 
20 cem Berkefeld-Filtrat. 
3 ., Toluol, 

85 ,, Gesamtvolumen. 


Die Lésung, deren pu auf 7 eingestellt war, wurde bei 37° aufbewalhrt. 


Ammoniak-N in Milligramm pro 10 cem 








, Im Anfang Nach 20 Std. Nach 3 Tagen 


0,91 1,12 1,12 


Aus der Asparaginséiure wurde in diesem Falle also kein Ammoniak 
abgespalten. 


Versuchsserie 2. 3,1 g Trockenpriparat wurden in 50 ccm Wasser 
unter Toluol 2 Tage lang bei 37° aufbewahrt. Die Reaktion der Suspension 
war pu 7. Es wurde nun mit Essigsiure auf px 5,7 angesaéuert, abzentri- 
fugiert und durch Berkefeld-Filter filtriert. Folgende Versuche wurden 
angestellt : 

Versuch 1: 2,1 g d, l-Asparaginsaure, 
20 ccm Berkefeld-Filtrat. 
2: 2,1 g d, 1-Asparaginsaure, 
1/, von der Bakterienmasse. 
pa 3: 1/, von der Bakterienmasse, 
keine Asparaginsaure. 


Gesamtvolumen bei jedem Versuch 83 ccm, Toluol als Antisepticum, 
pu 7. Versuchstemperatur 37°. 








Versuch Ammoniak-N in mg pro 10 ccm 
Nr. im Anfang nach 20 Std. nach 3 Tagen nach 5 Tagen 
1 0,98 1,40 2,17 2,52 
2 0,35 3,85 7,07 8,12 
3 0,35 — 0,49 _— 


Aus den Resultaten geht hervor, daB8 das Berkefeld-Filtrat nur eine 
sehr schwache Ammoniakspaltung aus der Asparaginsiure bewirkt hat. 
Die abgetrennte Bakterienmasse ist dagegen stark aktiv gewesen. Versuch 3 
zeigt, daB die Bakterienmasse ohne Asparaginsiure keine Ammoniak- 
bildung hervorruft. 


Versuchaserie 3. 3,2 g Trockenpraparat in 80 cem Wasser wurden nach 
Zusatz von Toluol 24 Stunden lang bei 37° gehalten. Die Reaktion der 
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Suspension war px 7. Die Suspension wurde in 2 Teile geteilt. Der eine 
Teil wurde vor dem Abzentrifugieren auf px 6,5, der andere auf px 7,2 
eingestellt, wonach die beiden Teile getrennt durch Berkefeld-Filter filtriert 
wurden. Die Spaltung der Asparaginsiure wurde mit beiden Lésungen 
bestimmt. Die Zusammensetzung der Lésungen war: 

2.1 g d, l-Asparaginsaure, 

20 cem Berkefeld-Filtrat. 

Gesamtvolumen 83ccem, Toluol als Antisepticum, px 7, Versuchs- 

temperatur 37°. 





pu beim Abzentrifugieren | Ammoniak-N in mg pro 10 eem 





Versuch a 
und Filtrieren durch - 
Nr. Berkefeld-Filter im Anfang | nach 18 Std. | nach 60 Std. | nach 138 Std. 
1 6,5 | 0,49 1,96 3,71 5,46 
2 7,2 0,49 2,82 5,39 7,21 


Bei py 7,2 ist die Aspartase also schon in erheblicher Menge aus 
den Trockenbakterien in Lésyng gegangen. Bei py 6,5 erhaltenes Berke- 
feld-Filtrat ist auch schon aktiv. Vergleicht man diese Resultate mit 
denjenigen der Versuchsserien 1 und 2, so ergibt sich klar, daB die 
Aspartase nur bei einer Reaktion, welche py 6 iibersteigt, aus den 
Zellen isoliert werden kann. 


Die Bestimmung des Gleichgewichts der Reaktion: Asparaginsdure == Fumar- 
sdure + NH). 
Versuchsserie 4. Aus einer Suspension von 5,0 g Trockenbakterien in 
100 cem Wasser wurde bei pr 7 ein Berkefeld-Filtrat hergestellt. Die 
Spaltung der Asparaginséiure wurde in einer Losung von folgender Zu- 
sammensetzung bestimmt: 
1,409 g 1-Asparaginsaure, 
10 eem Berkejfeld-Filtrat, 
10 » m/15 Phosphatlésung. 
Gesamtvolumen 120 cem, Toluol als Antisepticum, pa 7. Versuchs- 
temperatur 37°. 





Im | Nach | Nach | Nach | Nach Nach 

Anfang | 20 Std. | 3 Tagen | 7 Tagen 11 Tagen/16 Tagen 

Ammoniak-N in mg pro 10 ccm | 0,35 2,59 | 42 5.25 546 5,67 
Asparaginsaure gespalten . . ° — | 181 81,1 39,6 41,3 | 43,0 


fo | 


Versuchsseric 5. Das angewandte Berkefeld-Filtrat war dasselbe wie 
im obigen Versuch. Die Synthese der Asparaginséure wurde in einer Lésung 
von folgender Zusammensetzung bestimmt: 
1,392 g Fumarsaure, 
10 cem Berkefeld-F ittrat, 
10 ». m/15 Phosphatlésung, 
12 » mn NH,Cl-Lésung. 


Gesamtvolumen 120 cem, Toluol als Antisepticum, pu 7. Versuchs- 
temperatur 37°. 
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Nach Nach Nach Nach Nach 
20 Std. 3 Tagen 7 Tagen 11 Tagen 16 Tagen 


Ammoniak-N verschwunden 


mg prol0cem... . 1,75 3,99 6,30 6,55 7,07 
Fumarsaure verbraucht zur 

Synthese der Asparagin- 

WON sn > are te 12,50 28,5 45,0 47,5 50,5 


Versuchsserie 6. 4,0g Trockenbakterien wurden in 80 ccm Wasser 
suspendiert, die Reaktion der Suspension auf pH 7 eingestellt und die 
Suspension 2 Tage lang bei 37° unter Toluol aufbewahrt. Es wurden vier 
Versuche mit je 10cem Bakteriensuspension, 1,160 g Fumarséiure und 
variierenden Mengen Ammoniak angestellt. Die Reaktion aller Versuchs- 


lésungen war im Anfang pu 7, Versuchstemperatur 37°. 





Ammoniak-N ||Von Fumar- | 





: . Ammoniak-N pro 10 ecm verbraucht || Saure Bs. 
Ver- |Fumar- | Gesamt- zur Synthese|| yerbr. zur 
such) siure volumen| am | Asparagin- —_ 
| Ende | im Anfang nach | nach || _Siure- 
| 5Tagen 8Tagen| mg Mol. || Bildung 


Nr. mg ccm | | mg | Mol. mg mg i %p | % 
1 1160 100 | 6,96 | 7,28/0,052) 2,59, 2,52 4,76 0,034) 34 36 
2 ' 1160 100 | 7,00 13.58 0,097 | 5.39 5.46 8,12 0,058 58 58 
3 1160. 100 6,89 20,58 0 4 10,50 | 10,50 10, ‘08 0,072 72 72,5 
4 1160 100 7,22 27 44 0,196 16.59 16.80 10,64 0,076 76 80,5 


* Die Gleichgewichtskonstante berechnet sich nach dem Versuch 2 zu 3,54. Diese Kon- 
stante wurde bei den anderen Berechnungen angewandt. 


Versuchsserie 7. Die Versuchsanordnung und das Enzymmaterial waren 
dieselben wie in der Versuchsserie 6. 
} 





Ammoniak-N Yon Fumar- 
: Ammoniak-N pro 10 cem verbraucht shure 
Ver- Fumar-|Gesamt-| py | ; a . zur Synthese || Verbr. zur = 
such siure |volumen am |, : “Asparagin- Tech- 
siure- "et 


i} 





Ende im Anfang nach nach - 
|_—______7Tagen 11Tagen| mg Mol. Bildung 
~~ i =e Bart t ec a) a | | __vle lo 
1 | 1160 100 6,86) 6,65.0,0475 1,96 | 1,96 | 4,69 00385 33,5 31,5 
2 | 1160 100 6,77/18,79 0,0985 5.46 | 5,39 | 840 0,060 60,0 58,5 
3 | 1160 100 6,74 20,58 0.147 9.94 | 987 |10,71 0,0765) 76,5 72,5 


* Die Gleichgewichtskonstante 3,54 wurde bei den Berechnungen angewandt. 


Die pu-Kurven der Synthese und Spaltung. 


Versuchsserie 8. Bei dieser Versuchsserie wurde als Enzymmaterial 
eine Bakteriensuspension, welche 6,8 g Trockenbakterien in 110 cem Wasser 
enthielt und 24 Stunden unter Toluol aufbewahrt war, angewandt. Die 
Zusammensetzung der Versuchslésungen geht aus folgender Tabelle hervor. 
Versuchstemperatur 37°. Gesamtvolumen 100 ccm. 


ee 
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Ammoniak-N 











Ver- || Fumar-| m/15 Phos- | Bakterien- PH pro 10cem = ||Ammoniak-N  Relativ. 
such sdure | phatliésung | suspension verbr. zur oya- 

| im nach Synthese these- 

imAn- nach Anfang 20 Std. geschw. 

N | x fang 20Std. 
Nr. || mg cem com | | mg mg mg 

" | 
1 1160 | 20 10 5,92 | 5,94 | 13,72 11,76 1,96 28 
2 1160 20 10 6,10 6,17 | 13,72 10,85 2,87 40 
3 1160 20 10 6,34 6,36 | 13,72 10,15 3,57 50 
4 1160 | 20 10 6,72 | 6,75 | 13,72 8,75 4,97 70 
5 1160] 20 10 7,07 7,10) 13,72 6,65 7,07 100 


Versuchsserie 9. Die Versuchsanordnung war dieselbe wie in der vor- 
stehenden Versuchsserie, es kam nur ein anderes Trockenpraparat zur 
Anwendung. 





Ammoniak-N 





Ver- Fumar-| m/15 Phos- | Bakterien- Pu pro 10cem || Ammoniak-N | Relativ 
such sdure | phatlésung suspension verbr. zur Syn- 
| im nach Synthese these- 
imAn-| nach Anfang 18 Std. geschw 
N a' ; fang mer 
Nre mg | _oom oa com Om ees m | mg zg _™s b 
1 | 1160! 20 5 | 554/558 13,93 13,72) 0,21 we 
2 | 1160) 20 5 ||5,98/5,99 1393 1218 | 1,75 23 
3 | 1160) 20 5 | 6,56 | 6,58 13,93 840) 5,53 73 
4 | 1160; 20 5 | 7,16 | 7,16 13,93 637) 7,56 100 
5 | 1160, 20 5 | 7,74 | 7,65 13,93 6,51 7,42 98 


Versuchsserie 10. Die Versuchsanordnung war ganz analog der vorigen. 
Die Bakteriensuspension enthielt jedoch 5,0 g Trockenbakterien in 100 cem 
Wasser. Als Substrat diente d, 1-Asparaginséiure. Gesamtvolumen 80 ccm. 








dl- p Ammoniak-N 5 
Vér-  Aspa- | m/15 Phos-| Bakterien- a inmg pro l0cem) Ammoniak-N Relativ. 
such ragin- | phatliésung | suspensi gebildet Spal- 
siure , tungs- 
| imAn- nach im nach | geschw. 
N : fang |20Std. Anfang 20 Std. 
saphena etiesintnnantadiainmedantaaiindniil Lictentaa 
1 | 2128 20 10 (49 | 488 0,63 0,77 — a 
2 | 2128 20 10 | 6,03 606 063 224 1,61 25 
3 | 2128 20 10 | 6,51 | 6,58 0,63 6,30 5,67 88 
4 | 2128 20 10 =| 7,17 | 7,24) 0,63 = 7,07 6,44 100 
5 | 2128 20 10 =| 8,00 | 7,98 |) 0,63 5,46 4,83 75 


Die Synthese der Asparaginsdure aus A pfelséure und Ammoniak. 


Versuchsserie 11. 2g Trockenbakterien in 40 ccm Wasser wurden bei 
37° 2 Tage lang unter Toluol aufbewahrt, wonach die Suspension zu den 
Versuchen benutzt wurde. Die Bildung der Asparaginsaéure aus Apfelsaure 
und Fumarséure mit je 10 cem der Bakteriensuspension geht aus folgender 
Tabelle hervor. Das Gesamtvolumen bei beiden Versuchen betrug 100 ccm, 
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. Ammoniak-N 
Fumar- 





or Ammoniak-N in mg pro 10 cem verbraucht zur Synthese 
. oes . ZW. in mg 
Substrat Apfelsiure hl 
mg im Anfang nach 3 Std. nach 4 Std.) nach 3 Std. nach 4 Std 
Fumarsaure . . 1160 13,72 6,72 5,60 7,00 8,12 
d,l-Apfelsaure . 2680 13,72 8,19 7,77 5,58 5.95 


Versuchsserie 12. Die Bakteriensuspension war dieselbe wie im vor- 
stehenden Versuch. Von der Suspension wurden jedoch nur 4ccm bei 
jedem Versuch angewandt. py 6,8. 











Fumar- WN 
: oN i = ~ Ammoniak-N 
Sa: § SOS ee gee em verbraucht zur Synthese in mg 
Substrat Apfel- __ aeendes sii thaincitipiaseesittnceh bacaatatiestaditiata bic ruse 
siure im nach nach nach nach nach nach 
mg Anfang 2Std. 4Std. 26 Std. 2 Std 4 Std. 26 Std. 
Fumarsiure . 1160 10,64 889 833 /651 175 231 4,13 
d,l-Apfelsture 2680 10,29 9,73 8,61 | 6,65 0,56 1,68 3,64 


Aus den Versuchsserien 11 und 12 geht hervor, daB die Asparagin- 
siure mit gréBerer Geschwindigkeit aus Fumarsiure als aus d, |-Apfel- 
siure synthetisiert wird. 


Versuchsserie 13. Der Bakteriensuspension, enthaltend 2,5 g Trocken- 
bakterien in 50cem Wasser, wurden nach zweitigigem Stehen bei 37° 
unter Toluol 0,5 g kaufliches Trypsin zugesetzt, wonach die Suspension 
(pu 7) noch 15 Stunden lang bei 37° gehalten wurde. Von dieser mit Trypsin 
behandelten Suspension wurden 10 ccm zu jedem Versuch genommen. 
Gesamtvolumen der Versuchslésungen 95 ccm, px 6,9. 








Fumar- Ammoniak-N in mg pro 10 cem Ammoniak-N verbraucht 
Rebate _ baw. zur Synthese in mg 
Aes im nach nach nach nach 
mg Anfang 3,5 Std. 8 Std. 3,5 Std. 8 Std. 
Furmarsaure . 1160 14,35 12,11 11,27 2,24 3,08 
l-Apfelsaure . . 1340 14,42 13,79 13,37 | 0,63 1,05 


Versuchsserie 14. Die Versuchsanordnung war sonst genau dieselbe 
wie im vorigen Versuch, nur daB man die Bakteriensuspension mit Trypsin 
20 Stunden lang stehen lie. Gesamtvolumen der Versuchslésungen 100 cem, 
pu 6,7. 








| Fumar- . 73 I Ammoniak-N 
| bzw. Ammeoniak-K in mg pro 10 com || verbraucht zur Synthese in mg 
Substrat Apfel- enadlies 
|| Séure im nach | nach | nach nach nach | nach 
mg Anfang) 4 Std. | 22Std. 45 Std.) 4 Std. 22Std. | 45 Std. 
Fumarsiure . 1160 | 11,41 10,22 889 | 826 1,19 2,52 3.15 
l-Apfelsiure . 1340 | 11,34 1085 — 10,64 0,49 _ 0,70 
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Die obigen Resultate zeigen, daB die Synthese der Asparaginsaure 
aus |-Apfelsiure nach der Trypsinbehandlung praktisch aufgehért hat. 
Mit der Fumarsaure als Ausgangsmaterial war die Synthese noch 
deutlich. 

Die Spezifitat der Aspartase. 

Versuchsserie 15. 12 g Trockenbakterien in 200 cem Wasser lie® man 
2 Tage lang unter Toluol bei 37° stehen. Danach wurden von der Suspension 
Proben von je 10cem entnommen und fiir die Spaltungsversuche mit 


Asparaginsdure, Glykokoll, Alanin, Leucin und Glutaminsdure benutzt. 
Das Gesamtvolumen der Versuchslésungen betrug 100 cem, px 7. 








Subetrat-| Ammoniak-N Ammoniak-N g Vom 
. Substrat- in mg pro 10cem gespalten in mg Substrat 
Substrat menge gespalten 
im nach nach nach nach = Bach 100 Std. 
mg Anfang 2Std. lOStd. 2W0Std. 100 Std. 5 


l-Asparaginsaure 1409 0,40 6,80 6,88 6,40 
Glykokoll . . . | 2000 0,45 0,50 0,53 
d-Alanin ... 2000 0,50 0,45 0,52 -~ a — 
l-Leucin. ... 1378 0,43 0,75 0,80 —_ — — 
d-Glutaminsaure 2000 0,51 0,90 0,82 —_ | — — 


6,48 43,8 





Versuchsserie 16. Bei den Versuchen mit /-Asparagin wurden 10 cem 
der Bakteriensuspension, die 1g Trockenbakterien in 20ccem Wasser 
enthielt und 4 Tage lang bei 37° C bei px 7 unter Toluol aufbewahrt worden 
war, angewandt. Gesamtvolumen war 100 cem, px 7, Versuchstempera- 
tur 27°C. Aus der Lésung wurde zuerst Ammoniak im Vakuum destilliert 
und dann der Aminostickstoff im Riickstand nach van Slyke bestimmt. 








Ammoniak-N Amino-N 
l-Asparagin in mg pro 10 ccm in mg pro 10cem 
mg im Anfang nach4Tagen gespalten im Anfang nach4Tagen  gespalten 
1500 0,7 17,05 16,35 15,90 14,1 1,8 


Wahrend 4 Tagen wurden also pro je l0cem Probelésung 16,35 mg 
Ammoniak gebildet. Von dieser Ammoniakmenge waren 1,8 mg aus dem 
Aminostickstoff (entsprechend 11,3 °,, von den Aminogruppen) und 14,55 mg 
aus dem Amidstickstoff (entsprechend 91,5°,, von dem Amidstickstoff) 
von Asparagin entstanden. 

Aus den Versuchsserien 15 und 16 geht hervor, daB nur aus der 
l-Asparaginsiure und dem |-Asparagin Ammoniak abgespalten worden 
ist. Die aus Asparagin abgespaltene Ammoniakmenge riihrt fast 
ausschlieBlich von dem Amidstickstoff her. 


Versuchsserie 17, Das Enzymmaterial war dasselbe wie in der Versuchs- 
serie 14. Die Synthese der Asparaginsiure wurde mittels Fumarsdure 
Fumarsdurediamid, Mesaconsdure, Aconitsdure und Sorbinsdure gepriift. 
Bei jedem Versuch wurden 10 ccm Bakteriensuspension verwendet. Das 
Gesamtvolumen der Versuchslésungen betrug 100 ccm, pq 7. 
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Ammoniak-N Ammoniak Vom Substrat 
Substrat- in mg pro 10cem verbraucht verbraucht zur 
Substrat menge Peed. oS. Bieilnai> _ zurSynthese Asparagin- 
im nach nach nach 100 Std. s&urebildung 
mg Anfang 20 Std. 100 Std. mg lo 
Fumarsaure .. . 1160 13,90 7,00 6,50 7,40 52.9 
Fumarsaurediamid 1140 13,86 14,07 13,93 
Mesaconsaure . . 1300 15,61 15,61 15,75 _ - 
Aconitsaure . . . 1500 13,24 13,33 13,30 — — 
Sorbinsiure .. . 1120 14,14 13,93 14,00 -- _ 


Von den gepriiften Verbindungen hat also nur die Fumarsiure 
Ammoniak addiert. 


Die Sdure- und Alkoholemptindlithkeit der Aspartase im Vergleich zu der 
Asparaginase. 
Die Saureempfindlichkeit. 

Versuchsserie 18. Bei den Versuchen wurden l0 ccm der Bakterien- 
suspension, die 1 g Trockenbakterien in 20 cem Wasser enthielt und zuerst 
| Tag lang bei 37°C bei pu 7 und danach 3 Stunden bei Zimmertemperatur 
bei pu 4,2 unter Toluol aufbewahrt worden war, verwendet. Gesamt- 
volumen war 100 cem; Versuchstemperatur 37°C, px 7. Als Zellgift diente 
Toluol. Bei dem Versuch, wo |-Asparagin zur Anwendung kam, wurde 
Ammoniak zuerst im Vakuum destilliert und hiernach der Aminostickstoff 
im Riickstand nach van Slyke bestimmt. 








Ammoniak-N in mg pro 10 eem | Amino-N in mg pro 10cem 


Substrat- 
Substrat =a im nach ge- | im nach ge- 
mg Anfang 20 Std. spalten Anfang 20 Std. spaiten 


l-Asparaginsaure 1330 0,56 1,26 0,70 — ~ 
l-Asparagin . . 1320 0,35 11,30 10,95 14,2 13,74 0.45 


Von dem Aminostickstoff der Asparaginsiure wurden also 5°, 
von dem Amidstickstoff des |-Asparagins 74,9°,, und von dem Amino- 
stickstoff desselben 3,3°,, abgespalten. Auf Grund des Massen- 
wirkungsgesetzes hemmt das aus dem Amidstickstoff des |- Asparagins 
gebildete Ammoniak die Abspaltung von Aminostickstoff. Die Ver- 
suche zeigen deutlich, daB die Aspartase viel siureempfindlicher als 
die Asparaginase ist. 


Die Alkoholempfindlichkeit. 


Versuchsserie 19. lg Trockenbakterien in 20cem Wasser wurde 
2 Tage lang bei 37°C und px 7 aufbewahrt. wonach der Suspension 30 cem 
96°.iger Alkohol zugesetzt wurden. Nach fiinfstiindigem Stehen wurde 
die Lésung abzentrifugiert und je eine Halfte von der erhaltenen Bakterien- 
masse zu folgenden zwei Versuchen benutzt. Cresamtvolumen war 100 ccm; 
Versuchstemperatur 37°C, px 7. Als Zellgift diente Toluol. Die Ausfiihrung 
der Versuche erfolgte wie oben. 
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Ammoniak-N in mg prol0cem Amino-N in mg pro 10 cem 





Substrat- 
Substrat menge , | : 
im nach Ps im nach ee ree 
mg Anfang 4 Tagen | Sespalten Anfang 4 Tagen gespalten 


1-Asparaginsaure | 1330 0,56 0,70 0,14 — — 
l-Asparagin . .| 1320 049 12,00 | 11,51 14,2 13,95 0,25 


Aus der Tabelle ergibt sich, daB aus der Asparaginsiure kein 
Ammoniak abgespalten worden ist. Das bei den Versuchen entstandene 
Ammoniak riihrt ausschlieBlich von dem Amidstickstoff her. Die 
Aspartase ist also durch Alkobol inaktiviert worden. 


Das Vorkommen der Aspartase. 
In Mikroorganismen. 


Versuchsserie 20. Die Synthese der Asparaginsiure aus Fumarsaure 
haben wir bisher auBer mit B. fluorescens liquefaciens mit Propionsiure- 
bakterien, B. casei e und Oberhefe gepriift. Als Enzymmaterial diente in 
jedem Falle 1g Trockenpraparat von dem (jeweiligen) Mikroorganismus, 
suspendiert in 20cem Wasser, unter Toluol. Das Gesamtvolumen der 
Versuchslésungen betrug 100 cem, py 7. Die Resultate gehen aus folgender 
Tabelle hervor: 





Von der 





_ Ammoniak-N ‘sictiatinats ins : 
Fumar- in mg pro 10 com verbraucht | valeonihe one 
Mikroorganismus siure zur Synthese | Asparaginsiure 
im nach | nach | nach 44Std. | bildung 
mg Anfang | 20Std. 44 Std. mg Fo 
Propionsaurebakterium* 1160 13,80 6,81 6,56. 7,24 51,7 
B.caseie. . .... . 1160 13,65 12.25 11,06 2,59 18,5 
Oberhefe. . ..... 1160 13,93 14,07 13,99 —- — 


* Unser Laboratoriumstamm. 


Mit Propionsdurebakterien ist also eine starke, mit B. casei ¢ 
eine schwachere Synthese der Asparaginsaure erreicht worden. Oberhefe 
ist dagegen wirkungslos gewesen. 


Alle unsere Verusche, die Aspartase aus dem B. casei ¢ und Propion- 
siurebakterium in Lésung zu bringen, sind bisher negativ verlaufen. 
Die Versuche sind sowohl mit Trockenbakterien als mit autolysierten 
frischen Bakterien ausgefiihrt worden. 


In héheren Pflanzen. 


Versuchsserie 21. Etwa 5 bis 8cem lange Erbsenkeimlinge (Wurzel 
abgeschnitten) wurden gemahlen und in Wasser suspendiert. Die Suspension 
wurde unter Toluol 12 Stunden lang aufbewahrt, wonach sie zu unten- 
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stehenden Versuchen benutzt wurde. Die Suspension enthielt 1 g frisches 
Pflanzenmaterial (etwa 0,14 g Trockensubstanz) pro 10 ccm Lésung. 


Versuch 1: 1,075 g 1-Asparaginsaure, 
60 cem Suspension, 
Gesamtvolumen 136 ccm. 


ns 2: 1,200 g Fumarsaure, 
10,3. cem n NH,CI, 
60 »» Suspension, 


Gesamtvolumen 136 ccm. 


* 3: 60 cem Suspension, 
Gesamtvolumen 126 ccm, 


Als Antisepticum: Toluol. 


Ammoniak wurde bei diesen Versuchen in je 30 cem bestimmt und in 
der folgenden Tabelle auch pro 30 cem angegeben. 





Ammoniak-N in mg pro 30 ecm 





Versuch 
Nr. im Anfang nach 20 Std. nach 96 Std. nach 180 Std. 
1 1,54 2,66 4,48 5,74 
2 31,64 31,92 31,70 31,78 
3 1,40 2.38 3,50 3,50 


Die Resultate zeigen, daB Ammoniak auch bei dem Leerversuch 
ohne Asparaginsiure, offenbar aus dem in den Erbsenkeimlingen be- 
findlichen Asparagin, gebildet worden ist. Zieht man diese Ammoniak- 
menge von den entsprechenden Mengen in den Versuchen 1 und 2 ab, 
so findet man, daB aus der zugesetzten Asparaginsiure 2,1 mg 
Ammoniak-N pro 30 ccm Lésung, entsprechend 8,4°,, der angewandten 
l-Asparaginsiure, abgespalten worden ist. 


Die Fumarsaure hatte 1,96 mg Ammoniak-N pro 30 cem Lésung 
addiert, entsprechend 6,1°, der angewandten Fumarsiure. 


Versuchsserie 22. Blatter von jungem Rotklee wurden getrocknet und 
fein gemahlen. Mit diesem Material wurden zwei Versuche angestellt. 
Versuch 1: 3,150 g d, 1-Asparaginséure, 

3 g Blattermehl, 

Gesamtvolumen 150 ccm. 

net 2: 3g Blattermehl, 

Gesamtvolumen 150 cem, 
Als Antisepticum: Toluol. 








Ammoniak-N in mg pro 30 cem 





Versuch ‘ Scien aS. ee 
Nr. im Anfang nach 5 Tagen nach 9 Tagen nach 20 Tagen 
1 0,84 2,97 3,64 5,18 
2 0,70 oo 2,10 2,80 


Biochemische Zeitschrift Band 250. 14 


alae PERE © Ko 





ee ee ee 


t 





210 A. I. Virtanen u. J. Tarnanen: 


Nimmt man Riicksicht auf die im Leerversuch gebildete Ammoniak- 
menge, so laBt sich berechnen, daB 0,1083 g oder 6,8°,, der verwendeten 
l-Asparaginsiure Ammoniak abgespalten haben. 


In tierischen Geweben und Organen. 


Bei den Versuchen, wo die Spaltung und Synthese der-Asparaginsaure 
mit tierischen Geweben und Organen untersucht wurden, kamen sowohl 
Muskulatur und Leber eines frisch getéteten Meerschweinchens als auch 
Kuhembryonen von 5 bis 25cem Lange in Anwendung. Die Versuche 
wurden mit fein gemahlenen Geweben unter Toluol bei po 7 und 37°C 
ausgefiihrt. Weil wir in keinem Falle eine Aspartasewirkung erzielten, 
verzichten wir auf die nihere Beschreibung der Versuche. 


Zusammenfassung. 


Es gelang uns, aus B. fluorescens liquefaciens ein Enzym zu 
isolieren, welches die Spaltung und Synthese der Asparaginsiure nach 
der Gleichung: 1-Asparaginsiure [= Fumarsiure + Ammoniak _ be- 
wirkt. Das Enzym ging aus der getrockneten Bakterienmasse bei 
neutraler Reaktion in Lésung, bei saurer (unter py 6) dagegen nicht. 


Das Gleichgewicht der Reaktion: 1|-Asparaginsiure == Fumar- 
siure +- NH, wird durch das Enzym von beiden Seiten erreicht, wie 
schon Quastel und Woolf mit ruhenden Bakterien gefunden haben. 
Die Reaktion folgt dem Massenwirkungsgesetz, durch Erhéhung der 
Ammoniakkonzentration wird die Synthese entsprechend gesteigert und 
umgekehrt. 

Das Enzym, Aspartase, ist streng spezifisch. Mit der Enzymlésung 
wurde zwar die Asparaginsiuresynthese sowohl aus Fumar- als auch aus 
Apfelsiure erreicht, die Synthese aus der letztgenannten verlauft jedoch 
iiber die Fumarsaure. Die Enzymlésung enthalt namlich auch Fumarase, 
welche die Reaktion: Fumarsiure = Apfelsiure katalysiert. Wenn 
die Fumarase durch Trypsinbehandlung inaktiviert wurde, blieb die 
Asparaginsauresynthese aus Apfelsiure aus. 


Fumarsaurediamid, Mesaconsaiure, Aconitsiure und Sorbinséure 
addierten nicht Ammoniak durch die Einwirkung der Aspartase. Die 
Substituierung des einen Wasserstoffatoms im Molekiil der Fumar- 
siure z. B. durch die Methylgruppe, verhindert also schon die Aspartase- 
wirkung. Auch die Verainderungen in der Carboxylgruppe sind fir 
die Aspartasewirkung entscheidend. Aus |-Asparagin wurde zwar 
durch die Enzymlésung bzw. Bakterienmasse Ammoniak abgespalten. 
Die Enzymlésung enthalt jedoch auch Asparaginase, welche den Amid- 
stickstoff des Asparagins abspaltet, wodurch natiirlich Asparaginsiure 
entsteht und die Spaltung der Aminogruppe méglich wird. 
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Enzymatische Spaltung und Synthese der Asparaginséure. 2]] 


Andere geprifte Aminosiuren wurden durch die Aspartase nicht 
desaminiert. Die-Wirkung der Aspartase scheint somit nur auf die 
]-Asparaginsiure beschrinkt zu sein. 

Die Aspartase ist viel siureempfindlicher als die Asparaginase. 
Durch Alkohol wird die Aspartase auch leichter inaktiviert als die 
Asparaginase. 

Das py-Optimum der Aspartasewirkung liegt bei py 7 bis 7,5, 
unter py 5,5 kann das Enzym nicht mehr wirken. Die py-Kurven der 
Spaltung und Synthese sind gleich. 

Die Aspartase ist weit verbreitet im Pflanzenreich. Sie wurde 
sowohl in den héheren Pflanzen — in Erbsenkeimlingen und jungem 
Gras — als in allen gepriifter, Bakterienarten gefunden. -In Hefe und 
in tierischen Organen und Geweben konnte das Enzym vorlaufig dagegen 
nicht gefunden werden. 

Die Bedeutung der Aspartase bei der EiweifSsynthese in den Zellen 
wurde diskutiert. 
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Uber das Verhalten der Phosphatide 
und des Cholesterins in Gesamtblut, Plasma und Erythrocyten 
des gesunden Menschen nach Olivenélbelastung mit und ohne 
vorherige Phosphatdarreichung. 


Von 


H. Wendt. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts und der 
Medizinischen Klinik der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1932.) 


Die nahen wechselseitigen Beziehungen zwischen den Neutral- 
fetten und den Lipoiden im Fettstoffwechsel des Menschen und der 
Tiere sind seit langem bekannt. Die Abnahme oder Zunahme eines 
dieser Stoffe im Blute ist immer von Verainderungen, und zwar meist 
gleichsinnigen, auch der iibrigen Fettstoffe begleitet. So findet sich bei 
den verschiedensten Lipimien neben der Vermehrung des Neutral- 
fettes im Blute immer eine Zunahme der Phosphatide und des Chole- 


sterins. 


Es ist besonders Reichers Verdienst, als erster auf dieses gleichsinnige 
Verhalten des Neutralfettes, der Phosphatide und des Cholesterins bei der 
alimentaéren Lipimie hingewiesen zu haben. Reicher und sein Mitarbeiter 
Hagenau verfiitterten an Hunde 50 bis 65g lecithin- und cholesterinfreien 
Triglycerides und fanden 3 bis 5 Stunden nach der Aufnahme des Trioleins 
eine Zunahme des Gesamtfettes, der Phosphatide und des Cholesterins. 
Die Zunahme des Gesamtfettes betrug in Reichers Versuchen 37,8 bis 49,1°%, 
die des Lecithins 42,7 bis 51°, und die des Cholesterins 49 bis 66,9°, des 
Ausgangswertes. Die Zunahme des Cholesterins war dabei nach Unter- 
suchungen von Reicher und Stein im wesentlichen auf eine vermehrte 
Bildung von Cholesterinestern zuriickzufiihren. J. Bang kam in ahnlichen 
Belastungsversuchen an Hunden zu prinzipiell den gleichen Ergebnissen. 
In neverer Zeit hat Leites ebenfalls am Hunde Belastungsversuche angestellt. 
Nach Einfiihrung groBer Dosen Olivendls (10 bis 15g pro Kilogramm 
Koérpergewicht) fand auch Leites einen Anstieg des Neutralfettes des Lecithins 
und Cholesterins im Blute, und zwar vermehrte sich das Neutralfett im 
Mittel um 98,5°,, der lipoide Phosphor im Mittel um 26,6°,, und das Chole- 
sterin im Mittel um 34,4°,. Im wesentlichen gleiche Verinderungen fand 
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Wendt. Nur gab Wendt auBerdem an, da8 der Anstieg des lipoiden Phosphors 
und des Cholesterins nach einer Olivenélbelastung noch héher war, wenn 
die Hunde vorher mehrere Tage gehungert hatten. Im Gegensatz zu diesen 
Hundeversuchen fand Horiuchi beim Kaninchen nach Fiitterung mit den 
sehr 6lreichen Sonnenblumensamen keinen nennenswerten Anstieg der 
Phosphatide des Blutes. Milbradt konnte aber auch beim Kaninchen nach 
Trioleinbelastung einen erheblichen und langere Zeit anhaltenden Anstieg 
aller drei Fettfraktionen, des Neutralfettes, der Phosphatide und des Chole- 
sterins feststellen, so daB in dieser Hinsicht jedenfalls ein prinzipieller 
Unterschied zwischen Omnivoren und Herbivoren nicht zu bestehen scheint. 


Den eingehenden Untersuchungen am Tier stehen nur vereinzelte 
Untersuchungen am Menschen iiber das Verhalten des Neutralfettes 
und der Lipoide im Blut nach Neutralfettbelastung gegeniiber. 


Hiller, Linder, van Slyke und Lundsgaard haben am Menschen derartige 
Versuche angestellt und sind dabei zu dem Resultat gekommen, da8 die 
Phosphatide und das Cholesterin des Blutes beim Menschen nach Fett- 
fiitterung nur sehr wenig ansteigen. Die gefundenen Steigerungen betrugen 
fiir die Phosphatide im Gesamtblut nur 1,2°,,, im Plasma 2,6°,,, fiir Chole- 
sterin im Plasma 5°,, wogegen im Gesamtblut ein Anstieg des Cholesterins 
iiberhaupt nicht zu verzeichnen war. 

Nach diesen Untersuchungen wiirde somit ein Unterschied zwischen 
dem Menschen und den bisher untersuchten Tieren, und zwar sowohl 
gegeniiber den Fleisch- wie den Pflanzenfressern, hinsichtlich der 
Veranderungen des Blutfettes nach einer Fettmahlzeit bestehen. Ein 
solcher Befund verdient unbedingt unser besonderes Interesse, denn 
er wiirde besagen, daB der Abbau und Umbau der Fette beim Menschen 
andere Wege zu gehen scheint als bei Tieren. Hieraus ware weiter zu 
folgern, daB alle am Tiere auf diesem Gebiet erhobenen Befunde fiir 
die menschliche Physiologie und Pathologie des Fettstoffwechsels von 
fraglicher Bedeutung waren. Der von Hiller, Linder, van Slyke und 
Lundsgaard erhobene Befund muBte deswegen zur Nachpriifung auf- 
fordern. ' 

Zu diesem Zwecke haben wir bei gesunden Menschen oder solchen, 
bei denen Stérungen des Fettstoffwechsels oder der resorptiven Fiahig- 
keiten des Darms nicht vorlagen, Phosphatide und Cholesterin im 
Gesamtblut und im Plasma bzw. Serum vor und 2!/, bis 4 Stunden 
nach Verabreichung von 100 g Olivenél bestimmt. Die EnteiweiBung 
erfolgte nach Bloor mit Ather-Alkohol 1:4, die Analysen wurden aus- 
gefiihrt fiir Phosphatide nach der Methode von Fiske und Subarrow, 
fiir Cholesterin nach der Methode von Bloor, Pelkan und Allen. 

Wir begannen zunichst mit Untersuchungen im Serum bzw. im 
Plasma, da dieses wohl allein die zirkulierenden Lipoide fiihrt und weil 
durch Untersuchungen im Serum Veranderungen des Lipoidgehaltes des 
Blutes am eindeutigsten erfaBt werden kénnen. Aus unseren in Tabelle I 
angegebenen Untersuchungen geht hervor, daB auch beim Menschen 
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nach peroraler Neutralfettbelastung die Phosphatide und das Chole- 
sterin des Plasmas und Serums betrichtlich ansteigen. Bei Be- 
stimmungen im Serum bzw. im Plasma 4 Stunden nach der Fett- 
belastung betrigt der Anstieg der Phosphatide im Mittel 15,3°,, der 
des Cholesterins im Mittel 12,7°,, des Ausgangswertes. Nur in einem 
Falle war kein nennenswerter Anstieg der Phosphatide zu verzeichnen. 
Der Unterschied in der Reaktionsweise zwischen dem Menschen und 
den bisher untersuchten Tieren, wie man ihn nach den bereits er- 
waihnten Untersuchungen von Hiller, Linder, van Slyke und Lundsgaard 
hatte annehmen kénnen, besteht somit tatsachlich nicht. 

Im AnschluB hieran gingen wir zu Bestimmungen der Phosphatide 
und des Cholesterins vor und nach Fettbelastung im Gesamtblut des 
Menschen iiber und verglichen die hierbei gefundenen Werte mit denen 
im Plasma bzw. im Serum gefundenen. Diese Untersuchungen schienen 
uns deswegen von besonderer Wichtigkeit zu sein, weil bekanntlich 
Bloor nach Fettbelastung die Steigerung der Phosphatide im Gesamt- 
blut wesentlich héher als im Plasma des Tieres gefunden hat. Die 
Steigerung der Phosphatide muBte demnach in Bloors Untersuchungen 
im wesentlichen in den Erythrocyten lokalisiert gewesen sein, was 
Bloor durch direkte Analysen der Erythrocyten auch bestatigen konnte. 
Die Zunahme der Phosphatide in den Erythrocyten betrug in Bloors 
Versuchen im Durchschnitt sogar 83°, des Ausgangswertes. Zwar 
hat Bloor in spiteren Untersuchungen diese Zunahme der Phosphatide 
in den Erythrocyten nicht immer bestatigen kénnen, hat aber trotzdem 
aus allen diesen Untersuchungen den SchluB gezogen, dab die Um- 
wandlung des Neutralfettes in Phosphatide in den Erythrocyten vor 
sich ginge. Auch die Tatsache, daB nach einer Neutralfettbelastung 
zuerst das Neutralfett, dann die Phosphatide, dann das Cholesterin 
ansteigen, hat Bloor im Sinne seiner Auffassung tiber die Umwandlung 
der Neutralfette in Phosphatide in den Erythrocyten gedeutet, insofern 
als er meinte, daB die Erythrocyten nach einer Fettmahlzeit dem 
Plasma erst Neutralfett entziehen, es in Phosphatide umwandeln und 
dann diese wieder an das Plasma abgeben. Die Auffassung von Bloor 
gewinnt dadurch an Bedeutung, daB die Erythrocyten auch sonst die 
Fahigkeit besitzen, anorganische Phosphorsaure in organische Phosphor- 
verbindungen, wie die Glycerinsiurediphosphorsaure, tiberzufiihren 
(Lawaczek, Jost, Greenwald). Vahlquist konnte sich in Hundeversuchen 
von der Richtigkeit der Bloorschen Angaben allerdings nicht tiberzeugen. 
Nach Olivendlbehandlung fand er zwar regelmaBig einen Anstieg der 
Phosphatide im Plasma, die Phosphatide der Erythrocyten blieben 
aber fast unbeeinfluBt. Auch der anorganische Phosphor zeigt nach 
Vahlquist in den Erythrocyten keinen Anstieg gegeniiber einer geringen 
Zunahme im Plasma. 
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In unseren Untersuchungen am Menschen war der Anstieg der 
Phosphatide und des Cholesterins bei Bestimmung im Gesamtblut auch 
nur sehr schwach ausgeprigt bzw. tiberhaupt nicht vorhanden und 
blieb jedenfalls erheblich hinter den im Plasma bzw. im Serum ge- 
fundenen Steigerungen zuriick (Tabelle II, 1 bis 3). Schon hieraus geht 
hervor, daB die Erythrocyten an der im Serum bzw. im Plasma ge- 
fundenen Zunahme der Phosphatide und des Cholesterins nach der 
Fettbelastung kaum beteiligt sein kénnen. Des weiteren ergaben aber 
auch Untersuchungen der isolierten Erythrocyten'! auf ihren Phosphatid- 
und Cholesteringehalt keinen Anstieg der Phosphatide und des Chole- 
sterins nach der Fettbelastung (Tabelle II, 4). Wir haben dabei unsere 
Untersuchungen an den Erythrocyten zu verschiedenen Zeitpunkten, 
und zwar zwischen 2'/, und 4 Stunden nach der Fettbelastung vor- 
genommen, um dem Einwand zu entgehen, da8 uns bei Untersuchungen 
nur zu einem Zeitpunkte ein eventuell nur voriibergehend vorhandener 
Anstieg der Phosphatide und des Cholesterins in den Erythrocyten 
entgangen ware. Unsere Untersuchungen geben somit auch fiir den 
Menschen keinen Beleg fiir die Richtigkeit der Bloorschen Auffassung, 
daB die Umwandlung des Neutralfettes in Phosphatide in den Erythro- 
cyten vor sich ginge. 

Die Hypothese vom Abbau der Neutralfette iiber Phosphatide hat, 
wenn sie auch nicht als streng bewiesen gelten kann, doch durch eine 
Reihe von Untersuchungen an Wahrscheinlichkeit gewonnen. Falls 
sie zutreffend ist, muB erwartet werden, daB die Phosphatidbildung 
verstarkt wird, wenn gleichzeitig mit den Neutralfetten reichlichere 
Phosphorsiuremengen am Ort der Umsetzung angehauft werden. 
Zur vorlaufigen Priifung dieser Méglichkeit wurden zwei gesunde 
Menschen vor dem Belastungsversuch einer 3 Tage dauernden Verab- 
folgung von taglich 3 Tabletten primairen Natriumphosphats (Recresal) 
unterzogen, worauf sie den Oltrunk zusammen mit drei weiteren 
Recresaltabletten bekamen. Wie die Tabelle IIT, 1 bis 4, zeigt, hatte 
die vorangehende kurzdauernde Recresalverabfolgung und der Recresal- 
zusatz zum Olivenél keinen EinfluB auf das Verhalten der Phosphatide 
bzw. des Cholesterins nach der Fettbelastung weder im Plasma noch 
in den Erythrocyten. Dagegen erhéhte eine 8 Tage dauernde Verab- 
folgung von tiglich 2, spaiter 5 Tabletten Recresal den Niichternwert 
der Phosphatide des Plasmas in einem Falle deutlich (Tabelle III, 5), 
den der Erythrocyten nicht (Tabelle IIT, 6). Eine dann folgende Fett- 
belastung mit Olivenél und 3 Tabletten Recresal brachte aber nur die 
auch nach Fettbelastung ohne Recresal iibliche Steigerung der Phospha- 


1 Die Erythrocyten wurden durch Abzentrifugieren bei 2500 Touren 
gewonnen und ungewaschen zur Untersuchung benutzt. 
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tide. In einem anderen Falle (Tabelle III, 7) war eine Erhéhung der 
Phosphatide des Plasmas durch die Recresalverabfolgung nicht zu 
verzeichnen, auch hier trat keine Erhéhung der Phosphatide in den 
Erythrocyten ein (Tabelle III, 8). Der anorganische Phosphor stieg 
nach der Recresalbehandlung im Plasma an, in den Erythrocyten nicht. 
Wenn es also auch in manchen Fallen gelingen mag, den Phosphatid- 
spiegel des Plasmas durch lingerdauernde Phosphatzufuhr etwas zu 
heben, so gelingt es auch durch Phosphatzufuhr nicht, eine nennens- 
werte Steigerung der Phosphatide in den Erythrocyten zu erzielen. 
Auch dieses Verhalten wiirde gegen die Lokalisation der Phosphatid- 
synthese in den Erythrocyten sprechen. 


Zusammenfassung. 


1. Nach Belastung mit reinem Olivenél steigen beim gesunden 
Menschen ebenso wie bei den bisher untersuchten Tieren nach 4 Stunden 
die Phosphatide und das Cholesterin des Blutes an. 

2. Dieser Anstieg der Phosphatide und des Cholesterins findet nur 
im Serum bzw. im Plasma statt. 

3. Die Erythrocyten nehmen an der Zunahme der Phosphatide 
und des Cholesterins im Plasma nach Neutralfettbelastung nicht teil. 
Die Umformung des Neutralfettes in Phosphatide scheint somit nicht 
in den Erythrocyten vor sich zu gehen. 

4. Vorbehandlung mit Phosphaten und Phosphatzusatz zum 
Olivenéltrunk haben keinen EinfluB auf das Verhalten der Lipoide im 
Plasma nach der Olbelastung. Langer dauernde Phosphatzufuhr dagegen 
scheint den Niichternwert der Phosphatide des Plasmas in manchen 
Fallen erhéhen zu kénnen. Auf den Phosphatidgehalt der Erythrocyten 
hat aber auch diese Art der Vorbehandlung keinen EinfluB. 
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Bang, diese Zeitschr. 90, 383, 1918; 91, 104, 1918. — Bloor, J. of biol. 
Chem. 28, 317, 1915; 24, 447, 1916; Physiol. Reviews 2, 1, 1922. Bloor, 


Pelkan u. Allen, J. of biol. Chem. 52, 191, 1922. Fiske u. Subbarow, 
ebendaselbst 66, 375, 1925. — Greenwald, ebendaselbst 14, 369, 1913; 21, 


29, 1915; 25, 431, 1916. — Hiller, Linder, van Slyke u. Lundsgaard, J. of 
exp. med. 39, 931, 1924. — Horiuchi, J. of biol. Chem. 44, 345 u. 363, 1920. — 
Jost, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 171, 1927. — Lawaczek, diese Zeitschr. 
145, 351, 1924. — Leites, ebendaselbst 184, 273, 1927. Milbradt, eben- 
daselbst 223, 278, 1930. — Reicher, Verhandl. d. Kongr. f. inn. Med. 1911, 
8S. 327. — Reicher u. Hagenau, ebendaselbst 1911, S. 327. Reicher u. 
Stein, ebendaselbst 1911, 8. 327. — Vahiquist, Biochem. J. 25, 1628, 1931. — 
Wendt, Klin. Wochenschr. 1928, 8S. 2183. 
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Cholinstoffwechsel bei Pflanzen. I. 


Von 
G. Klein und H. Linser. 


(Aus dem Biologischen Laboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
Ludwigshafen a. Rh.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1932.) 
Mit 13 Abbildungen im Text. 


Dem Cholin kommt im Stoffwechsel der pflanzlichen und tierischen 
Zelle wohl eine grundlegende Rolle zu. Es ist als starke organische Base 
fast in jeder Zelle frei gefunden und als charakteristischer Baustein 
der fiir jede Zelle lebenswichtigen Lecithine auch gebunden in jeder 
Zelle vorhanden. Seine nahen Beziehungen zum Colamin (Amino- 
athylalkohol), dem Stickstoffbaustein der Kephaline, aus dem es durch 
Methylierung entstehen kann, zum Glykokollbetain, in das es in vitro 
durch gelinde Oxydation iibergeht, zum physiologisch hochaktiven 
Acetylcholin und schlieBlich zum Trimethylamin, das im Pflanzenreich 
so vielfach aufgefunden wurde und wohl als Spaltprodukt des Cholins 
aufzufassen ist, zeigen seine vielfaltige biochemische Bedeutung. T'rotz- 
dem liegen iiber das Schicksal des Cholins im pflanzlichen Stof{fwechsel 
iiberhaupt noch keine experimentellen Befunde vor. Das liegt wohl haupt- 
sichlich am Mangel einer quantitativen Mikromethode, die ein Arbeiten 
im Serienversuch gestattet. 

Wir arbeiteten deshalb zuerst Methoden zur annahernden quanti- 
tativen Bestimmung von freiem und im Lecithin gebundenem Cholin 
aus. Damit war es nun méglich, das Verhaltnis der beiden Komponenten, 
ihre Verschiebung im physiologischen Versuch, also die Zu- und Abnahme 
von Cholin und Lecithin im Stoffwechsel der Pflanze und ihre Abhangig- 
keit von verschiedenen Faktoren zu verfolgen. 

Wir sind dabei, eine gleiche Methode fiir Colamin und Kephalin 
fertigzustellen, um so die biochemischen Beziehungen von Colamin 
und Cholin, Kephalin und Lecithin verfolgen zu kénnen. 

Die vorliegenden Ergebnisse geben ein Bild vom Cholinstoffwechsel 
bei der Keimung. 
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G. Klein und A. Zeller haben mit Hilfe einer von ihnen aus- 


gearbeiteten mikrochemischen Reaktion das Vorkommen von Cholin 
in zahlreichen Pflanzen untersucht! und fanden in den kalt hergestellten 
alkoholischen Extrakten von mehr als 100 verschiedenen Pflanzen- 
spezies aus den verschiedensten Familien iiberall Cholin (mit Ausnahme 
der drei untersuchten Flechtenspezies Evernia prunastri, Parmelia 
sulcata und Parmelia perforata). 


Von pflanzenchemischer Seite wurde Cholin bisher in folgenden 
Pflanzen gefunden und meistens als Platin- oder Goldsalz identifiziert : 





Pflanze Organ Literaturzitat 2 
Agaricus campestris Polstorff, Wallach-Festschr. $8. 579—5s3. 
" muscarius Harnack, J. 1876, 803; Zellner, Monatsh. 
f. Chem. 27, 283. 
» pantherinus Bohm, Arch. f. Pathol. 19, 78. 
Boletus edulis Polstorff, Wallach-Festschr. 8. 579. 

" luridus Bihm, Arch. f. Pathol. 19, 60. 
Cantharellus cibarius Polstorff, Wallach-Festschr. 8. 579. 
Claviceps purpurea Brieger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 11, 184; 

(Secale cornutum) Kraft, Arch. d. Pharm. 244, 352. 
Cortellinus shiitake Yoshimura u. Kanai, Zeitschr. f. physiol. 

Chem. 86, 181. 
Exidia auricula Zellner, Monatsh. f. Chem. 38, 319. 
Helvella esculenta Bohm, Arch. f. Pathol. 19, 87. | 
Lactarius pallidus Zeliner, Monatsh. f. Chem. 41, 446. 
i. rufus Derselbe, ebendaselbst 41, 446. 
. scrobiculatus a 4 36, 614. 
Lenzites sepiaria ‘s a. 38, 319. 
Panus stypticus be i 38, 319. 
Polyporus hispidus rs . 41, 446. 
Polysaccum crassipes ‘ . 89, 607. 
Saccharomyces sp. ] 
Scleroderma vulgaris - i. 39, 607. 
Acorus calamus Rhizom Kunz, Arch. d. Pharm. 226, 531. 
Areca catechu Samen Jahns, Ber. d. D. chem. Ges. 23, 2973. 
Asparagus officinalis Spargel (Wehmer 1929, Bd. I.) 
Bambusa arundinacea Totani, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 388 
Cocos nucifera Samen Schulze, Landw. Versuchsst. 46, 54. 
Elaeis guienensis . Derselbe, ebendaselbst. 
Gloriosa superba Knollen Clewer, Green u. Tutin, Soc. 107, 841. 
Hordeum vulgare Malzkeime Schulze, Landw. Versuchsst. 46, 49. 
Samen Trier, Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 379. 
Iris pseudacorus _ Stieger, ebendaselbst 86, 245, 1913. 
Oryza sativa Kleie Funk, C. C. 1912, I, 8. 1239; Drummond 
u. Funk, Biochem. J. 8, 602. 
Secale cereale Samen Yoshimura, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
88, 342; (Wehmer 1929, Bd. I). 
Triticum sativum Keimlinge Schulze u. Frankfurt, Ber. 26, 2151; 


Schulze, Landw. Versuchsst. 46, 49. 


1G. Klein u. A. Zeller, Osterr. Bot. Zeitschr. 79, 40, 1930. 
® Beziiglich der Abkiirzungen vgl. Beilstein, Handb. d. org. Chem. 
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Pflanze Organ 


Urginea maritima Bulbus Scillae 
Zea mays Pollen 
Acer campestre 


Achillea millefolium 
Adonis vernalis Blatter 
Ajuga reptans 


Althaea sp. Wurzel 
Anchusa officinalis Blatter 
Anthemis nobilis Bliten 


Apium graveolens 


Arachis hypogaea Samen 
Aralia cordata Keimlinge 
» chinensis Rinde 


Artemisia vulgaris 


‘ cina Bliten 
Atropa belladonna * 
Betonica officinalis Kraut 


Brassica napus 


* capitata 
” nigra 
Caltha palustris 
Canavalia ensiformis Samen 
Cannabis sativa 
Capsella bursa pastoris Kraut 
Cephaelis Ipecacuanha Wurzel 
Chamaenerium Blatter 
angustifolium 
Cheiranthus cheiri 
Chrysanthemum Bliten 


cinerariaefolium 
Chrysanthemum sinense 


Chrysanthemum 


coronarium 
Cicer arietinum Samen 
Cichoryum intybus Wurzel 
Citrus aurantium Blatter 
Cochlearia officinalis Kraut 
Cucurbita pepo Samen 


etiol. Keiml. 


Cytisus laburnum 
Dahlia variabilis Knollen 


Daucus carota Riibe 
Dictamnus albus 


Echium vulgare 


Literaturzitat 


Buschmann, Arch. d. Pharm. 257, 82. 


Miyake, J. Biochem. 8, 169, 1924. 

Feinberg, Herrmann, Réglsperger u. 
Zellner, Monatsh. f. Chem. 44, 261, 1924. 

Jahns, Arch. d. Pharm. 236, 156. 

Heyl, Hart u. Schmidt, Am. Soc. 40, 466. 

Yoshimura u. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 77, 297. 

Arch. d. Pharm. 257, 294. 

(Wehmer 1931, Bd. IT.) 

Power u. Browning, Soc. 106, 1837. 

Schulze u. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 81, 56. 

Schulze, Landw. Versuchsst. 46, 51. 

Miyake, J. biol. Chem. 21, 661. 

(Wehmer 1931, Bd. IL.) 

Yoshimura, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
88, 344. 

Jahns, Ber. d. D. chem. Ges. 26, 1493. 

Kunz, Arch. d. Pharm. 228, 704. 

(Wehmer 1931, Bd. IT.) 

Schulze u. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 81, 54. 

(Wehmer 1929, Bd. [.) 

( us 1929, Bd. I.) 

Poulsson, Arch. f. Pathol. 80, 178. 

(Webmer 1929, Bd. L.) 

Schulze u. Frankfurt, Ber. d. D. chem. 
Ges. 27, 770: Schulze, Landw. Ver- 
suchsst. 46, 45. 

Jahns, Arch. d. Pharm. 235, 156. 

Kunz, ebendaselbst 225, 464. 

(Wehmer 1931, Bd. IT.) 


( » 1929, Bd. I.) 

Yoshimura u. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 77, 295. 

Yoshimura, Zeitschr. f physiol. Chem. 


Derselbe, ebendaselbst. 


(Webmer 1929, Bd. I.) 

Schulze u. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 81, 55. 

Dieselben, ebendaselbst 67, 72. 

Jahns, Arch. d. Pharm. 235, 156. 

Schulze, Landw. Versuchsst. 73, 51. 

Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 11, 
365. 

(Wehmer 1929, Bd. I.) 

Schulze u. Trier, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
81, 56. 

Dieselben, ebendaselbst. 

Thoms u. Dambergis, Arch. d. Pharm. 
268, 39, 1930. 

(Wehmer 1931, Bd. IT.) 
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Pflanze Organ 


Ervum lens Samen 
Euphorbia cyparissias Kraut 
Eugenia chequen Blatter 
Fabiana imbricata Holz 
Blatter 
Fagus silvatica Samen 
Galeopsis grandiflora Kraut 


Glechoma hederacea ‘ 
Globularia alypum Blatter 
Gossypium herbaceum 


Helianthus annuus Bliiten 
“ tuberosus 


Humulus lupulus 


Hyoscyamus niger 

Hypericium perforatum 

Ilex paraguariensis Blatter 
Impatiens noli tangere 

Knautia silvatica 


” 
Lathyrus sativa Samen 
> cicera . 
Lupinus luteus etiol. Keiml. 
Lycium barbarum Kraut 
Lythrum salicaria 
Malva silvestris Bliiten 
Matricaria Chamomilla . 
Medicago sativa Blatter 
Melilotus officinalis Samen 
Mentha aquatica Kraut 
Menyanthes trifoliata rn 
Morus alba Blatter 
Paullinia sorbilis Friichte 
Phaseolus vulgaris Samen 
Qa multiflorus * 
Pimpinella anisum Frucht 
Pinus silvestris Pollen 
»  cembra Samen 
Pisum sativum . 
Keimlinge 
»  arvense Samen 
Plantago major Blatter 
Rhizostoma Cuvieri 
Rhododendron hirsutum - 
Robinia pseudacacia Samen 
Rosmarinus officinalis Kraut 


Salvia pratensis 


Literaturzitat 


Jahne, Arch. d. Pharm. 225, 483. 
(Wehmer 1931, Bd. IL) 

Ebendaselbst. 

Kunz u. Krause, Arch. d. Pharm. 287, 9. 


Herberger, Berzelius’ Jahrb. 12, 273; 
Bohm, Arch. d. Pharm. 222, 159. 

Yoshimura _u. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 77, 297. 

Dieselben, ebendaselbst. 

Tiemann, Arch. d. Pharm. 241, 306. 

— J. pr. (2), 30, 37; derselbe, Arch. 

. Pharm. 222, 159. 

hd hmann, ebendaselbst 249, 4. 

Schulze u. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 76, 258, 1912. 

Griess u. Harrow, Ber. d. D. chem. Ges. 
18, 717. 

Kunz, Arch. d. Pharm. 2238, 705. 

(Wehmer 1931, Bd. IL.) 

Kunz u. Krause, Arch. d. Pharm. 231, 622. 

(Wehmer 1931, Bd. IT.) 

Zellner, Monatsh. f. Chem. 44, 247, 1924. 

Jahns, Arch. d. Pharm, 225, 156. 

Derselbe, ebendaselbst. 

Schulze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 11, 385; 
derselbe, Landw. Versuchsst. 46, 81; 
Novallius, Diss. Leipzig 1928. 

(Wehmer 1931, Bd. IT.) 

C. C. 1921, TIT, 8S. 486. 

Jahns, Arch. d. Pharm. 235, 156 

Derselbe, ebendaselbst. 

(Wehmer 1929, Bd. I.) 

Jahns, ebendaselbst, S. 153. 

(Wehmer 1929, Bd. TI. ) 

( i 1931, Bad. IT.) 

Yoshimura, Zeitschr. f 
88, 344. 

Polstorff, Wallach- Festschr. 8. 579. 

R. A. L. (5) 29, 1, 416. 

(Wehmer 1929, Bd. I.) 

Jahns, Arch. d. Pharm. 236, 156. 

(Wehmer 1929, Bd. IL.) 

Ebendaselbst. 

Schulze, Landw. Versuchsst. 46, 40. 

Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 42. 

Schulze u. Winterstein, ebendaselbst 65, 
446, 454; (Wehmer 1929, Bd. L.) 

(Wehmer 1931, Bd. IL.) 

Zeitschr. f. physiol. Chem. 112, 35. 

(Wehmer 1931, Bd. II.) 

Jahns, Arch. d. Pharm. 235, 153. 

Yoshimura u. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 77, 297. 

Schulze u. Trier, ebendaselbst 81, 53, 
1912. 
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_Prlanze Organ Literaturzitat 
Sambucus nigra Rinde Jahns, Arch. d. Pharm. 2385, 156. 
Scorzonera hispanica | Schulze u. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 81, 55. 
Scopolia japonica | Wurzelstock | (Wehmer 1931, Bd. II.) 
. carniolica 


Schulze, ebendaselbst, 8S. 58; derselbe, 
Landw. Versuchsst. 46, 53 


Sesamum indicum 


Soja hispida | Samen | Derselbe, ebendaselbst 73, 51. 
Keimlinge | " Zeitschr. f. physiol. Chem. 12, 
| 405. 
Solanum tuberosum | Knollen | Landw. Versuchsst. 46, 55. 
Sonchus arvensis Kraut | Stern u. Zellner, Monatsh. f. Pharm. 46, 
| 459, 1925. 
Spilanthes oleracea ve | Gerber, Arch. d. Pharm. 241, 289. 
Stachys affinis Schulze u. Trier, Zeitschr. f. physiol. 
ia silvatica Chem. 67, 63 und 81, 57 
m tuberifera (Wehmer 1931, Bd. IL.) 
Strophanthus hispidus Samen Thoms, Ber. d. D. chem. Ges. 31, 271. 
Wurzeln Karsten, C.C. 1902, II, 8. 1514. 

1 Kombé Samen Thoms, Ber. d. D. chem. Ges. 81, 404. 
Taraxacum officinale Wurzel Power u. Browning, Soc. 101, 2419. 
Thea chinensis Samen Polstorff, Wallach-Festschr. 8. 579. 
Theobroma cacao a Derselbe, ebendaselbst. 

Trigonella foenum er. Ka Jahns, Ber. d. D. chem. Ges. 18, 2520. 

Tussilago farfara Blatter Zellner u. Hartenstein, Arch. d. Pharm. 
262, 281, 1924 

Vicia sativa Samen Schulze, Ber. d. D. chem. Ges. 22, 1827. 


Keimlinge Derselbe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 15, 
143; derselbe, Landw. Versuchsst. 46, 
38, 65 und 383; derselbe, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 17, 193; derselbe, 
Landw. Versuchsst. 78, 51. 


Viscum album Einleger, Fischer u. Zellner, Monatsh. 
f. Chem. 44, 277, 1924. 
Vitis vinifera Struve, Zeitschr. f. analyt. Chem. 41, 544. 


Zur quantitativen Bestimmung von Cholin in pflanzlichen oder 
in tierischen Extrakten wurde von G. Klein und A. Zeller die Aus- 
arbeitung einer Methode begonnen, die darauf beruht, daB beim 
Kochen von Cholin oder Cholinchlorhydrat mit konzentrierter Lauge 
Trimethylamin gebildet wird. Das gebildete Trimethylamin sollte 
durch Bestimmung des Gesamtsiéureverbrauchs und des Am- 
moniaks im Destillat als Differenz dieser beiden GréBen bestimmt 
werden und nach dessen Menge auf das vorhandene Cholin zuriick- 
gerechnet werden. 


Bei Uberlegung dieses Ganges ergeben sich vor allem zwei Schwierig- 
keiten: Einerseits kann durch die konzentrierte Lauge nicht nur aus 
Cholin Trimethylamin oder ein anderes Amin, das ja mitbestimmt 
wiirde, entstehen, sondern auch aus einer Reihe anderer Korper (Betain, 
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und zwar nicht quantitativ, wie ein Versuch ergab!, oder Stachhydrin 
und anderes mehr), von denen sich das Cholin in einem verhaltnismaBig 
einfachen Trennungsgang nur unvollkommen trennen laBt. Die Anzahl 
der in Betracht kommenden K6rper ist nicht groBb, es handelt sich 
hauptsachlich um Betaine und Alkaloide. Letztere lassen sich durch 
entsprechende Auswahl der Versuchspflanzen vermeiden, erstere spalten 
nicht quantitativ auf, lassen sich ebenfalls durch Auswahl der Pflanzen 
nahezu ginzlich ausschalten und sind in relativ geringen Mengen vor- 
handen. Andererseits aber verhalten sich die Molekulargewichte von 
Cholin und Ammoniak wie 121 : 17, so daB sich ein bei der Bestimmung 
des Ammoniaks gemachter Fehler im Cholinwert 7,1 fach multipliziert. 

Die erste Schwierigkeit ergibt sich nur bei pflanzlichen Extrakten. 
In tierischen Organen sind, wie bereits erwaihnt wurde, Betaine nur 
sehr selten gefunden worden, wahrend meistens ihr Fehlen erwiesen 
wurde. In pflanzlichen Extrakten werden also, sofern nicht ein 
Trennungsgang eingeschaltet wird, nicht nur Cholin, sondern die durch 
die Lauge abspaltbaren Amine bestimmt. Dies kann fiir manche Frage- 
stellungen keine Fehlerquelle bedeuten, und zwar bei solchen, wo es 
darauf ankommt, die Entstehung gerade dieser Gruppen unabhangig 
von ihrer speziellen chemischen Einordnung kennenzulernen. [st aber 
eine Bestimmung des Cholins allein erforderlich, so muB in diesem Falle 
eine Isolierung des Cholins erreicht werden (s. S. 247). 


Die zweite Schwierigkeit macht sich nur im Fehler der Bestimmung 
geltend und kann durch genaueste Handhabung der Ammoniak- 
bestimmung ausgeglichen werden, woriiber unten berichtet wird. 


I. Methode der Bestimmung des Cholins. 


Zur quantitativen Bestimmung des Cholins sind bereits einige Methoden 
bekannt geworden, die teils biologischer Natur sind und auf dem 
physiologischen Nachweis als Acetylcholin beruhen, teils chemischer Natur 
sind und sich des Jodproduktes oder aber der Isolierung des Trimethy!- 
aminrestes bedienen. 


Die biologische Methode kam fiir unsere Zwecke kaum in Frage, da 
groBere Serien von Versuchen gleichzeitig erledigt werden muBten. Die 
Methoden, die das Cholin als Jodprodukt (Cholinenneajodid) fallen *, setzen 
eine sehr weitgehende Isolierung des Cholins voraus und eine  scharfe 
Trennung von Substanzen, die ebenfalls Jodprodukte geben und die gerade 
in pflanzlichen Extrakten nur auBerst schwer vom Cholin zu trennen waren. 
Eine weitgehende Isolierung aber wiirde eine Reihe von Arbeitsgaingen 
bedingen, die eine Spaltung des vorhandenen Lecithins, das ja neben dem 
freien Cholin bestimmt werden sollte, bedingt hatten. Es muBte also nach 


1 Vgl. dazu C. Scheibler, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 2, 1330, 1893. 
2 W. Roman, diese Zeitschr. 219, 218, 1930; M. Maxim, ebendaselbst 
239, 138, 1931. 
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einer etwas spezifischeren Reaktion gesucht werden, die keine so weitgehende 
Isolierung erforderte und einen einfacheren Arbeitsgang gestattete. Dabei 
kam nur die Abspaltung des Trimethylamins in Frage. (Wahrend wir 
unsere Methode ausarbeiteten, erschien eine Arbeit von W. Lintzel und 
S. Fomin', die eine ahnliche Methode zur Bestimmung des Cholins beschrieb, 
indem dort das Cholin durch Permanganat in alkalischer Lésung oxydiert 
und das Trimethylamin bestimmt wurde. Da zu diesem Zeitpunkt unsere 
Methode bereits fertig war und brauchbare Resultate lieferte, haben wir 
die zitierte Methode nicht niéher iiberpriift. ) 





Abb. 1. 
Die Aufspaltungsapparatur. 


Wahrend sich das freie Cholin bereits beim Kochen in wiasseriger 
Lésung unter Bildung von Trimethylamin, Glykol und wahrscheinlich 
etwas Athylenoxyd zersetzt, zersetzt sich das Cholinchlorid unter gleichen 
Bedingungen bis 180° nicht merklich?. Hingegen spaltet auch das Cholin- 
chlorid Trimethylamin ab, wenn man es mit konzentrierter Kalilauge oder 
aber mit feuchtem Silberoxyd behandelt*. Auch bei Behandlung mit kon- 
zentriertem Barytwasser bei Siedehitze wird Trimethylamin gebildet ‘. 

Diese Eigenschaft des Cholins und seiner Salze, seinen Stickstoff bei 
Behandlung mit Laugen als Trimethylamin abzugeben, ware infolge der 
leichten Bestimmbarkeit des Trimethylamins fiir eine quantitative Be- 
stimmung des Cholins in Lésung verwertbar. 


' Diese Zeitschr. 238, 438, 1931. 
2 A. Wurtz, C.r. 66, 772. 
8 W. Gulewitsch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 511, 1898. 


Or77 


4 G@. Nothnagel, Arch. d. Pharm. 232, 277. 
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Es wurde also versucht, durch Behandlung mit 33 °,iger Natronlauge 
bei Temperaturen von 110 bis 180° eine quantitative Spaltung des Cholins 
zu erreichen. Die Bestimmung des Trimethylamins sollte neben dem 
Ammoniak, der allenfalls als Verunreinigung zu beriicksichtigen war, so 
vorgenommen werden, daB der Gesamtsaéureverbrauch im Destillat nach 
der Aufspaltung titriert und, nach Abzug der der mit Nessler kolorimetrierten 
Menge Ammoniak entsprechenden Anzahl von Kubikzentimetern Saure, 
direkt auf Trimethylamin bzw. Cholin (oder Cholinchlorid) berechnet 
werden sollte. 

Die zu diesem Versuch verwendete Apparatur 
ist in Abb. | dargestellt. In einem silbernen Kolben! 
mit drei Rohrstutzen (vgl. Abb. 2), der in ein Bad 
von HeiBdampfzylinderél eingehingt wurde, konnte 
das Gemisch von etwa 10 ccm der zu bestimmenden 
Cholinlésung und 10 cem 33°,iger Natronlauge bis 
etwa 180° erhitzt werden. Durch den mittleren der 
drei Rohrstutzen wurde das gebildete Trimethylamin 
in eine mit 10cem n/10 Schwefelséiure  gefiillte 
Peligotsche Rohre iiberdestilliert. Um das Ein- 
dampfen der Lésung im Kolben zu verlangsamen, 

: . > eye Der zur Aufspaltung ver- 
wurde ein ziemlich langes Steigrohr aufgesetzt, das — wendete Silberkolben. 
den aufsteigenden Wasserdampf_ teilweise wieder 
kondensierte. Das Steigrohr war dem Silberkolben so aufgesetzt, daB keine 
direkte Schlauchverbindung zwischen dem Kolben und dem Glasrohr vor- 
handen war (vgl. Abb. 2). Durch ein bis an den Boden des Kolbens 
reichendes Silberrohr wurde wahrend der Dauer der Destillation ein 
schwacher Luftstrom durch die Lésung geleitet. Um die in der Luft vor- 
handene Kohlenséiure und das etwa vorhandene Ammoniak médglichst 
auszuschalten, wurde die Luft vor dem Eintritt in das ZersetzungsgefaB 
durch drei Waschflaschen, deren zwei verdiinnte Kalilauge und deren eine 
verdiinnte Schwefelsiure enthielten, geschickt. Der Druck betrug wahrend 
der Dauer der Destillation in der gesamten Apparatur etwa 100 mm. 





Abb. 2. 


Zur Durchfiihrung des Versuchs wurde die zu untersuchende Lésung 
(es wurden wisserige Lésungen verwendet) durch das dritte Ansatzrohr 
in den Kolben gebracht, mit sehr wenig Wasser nachgespiilt und dann 
sofort die Lauge nachflieBen gelassen. Wahrenddessen wurde bereits der 
schwache Luftstrom durchgeleitet. Sofort nach dem EinflieBen der Lauge 
wurde der Rohrstutzen luftdicht verschlossen und das Olbad angeheizt. 

Es wurde erst ziemlich schnell auf 110 bis 120° gesteigert, auf dieser 
Temperatur etwa !'/, Stunde belassen und dann weitere 2 Stunden auf 
140 bis 150° erhitzt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde noch '/, Stunde lang 
bei 170 bis 180° destilliert und dann der Versuch abgebrochen. 

Die Vorlage wurde nun vorsichtig aus der Peligotschen Roéhre in den 
Destillationsapparat nach Parnas-Wagner gebracht, mit 10 cem 33° iger 
Natronlauge versetzt, je nach der zu erwartenden Menge an Cholin 5 oder 
10 cem n/10 oder n/100 Schwefelséiure vorgelegt und nun bis zu einem 
Volumen von 100 cem aufdestilliert. Die so erhaltene Léosung wurde zur 
Halfte mit 5cem Nesslers Reagens versetzt und der Ammoniakgehalt 


' Es eignen sich jedoch auch Kolben aus Jenaer Glas. Alle spateren 
Versuche wurden mit Glaskolben durchgefiihrt. 
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mit dem Stufenphotometer der Firma Zeiss kolorimetrisch bestimmt. Es 
wurde das Stufenphotometer verwendet, weil es gegeniiber den gewéhnlichen 
Kolorimetern bedeutend genauere Werte liefert, um so mehr, als man an 
Stelle des Standards reines Wasser, dem die entsprechende Menge des 
Reagens zugesetzt ist, verwenden kann. Die Ammoniakbestimmung muB 
mit groBer Genauigkeit durchgefiihrt werden, da ja einem Molekiil Ammoniak 
ein Molekiil Cholin entspricht, d. h. also, daB ein Fehler von 0,1 mg Ammo- 
niak einen solchen von 0,71 mg Cholin bzw. 0,82 mg Cholinchlorid ver- 
ursacht. Ein bei der Ammoniakbestimmung gemachter Fehler versieben- 
facht sich also im berechneten Cholinwert. 

Die andere Halfte des Destillats wurde unter Verwendung von Methy!- 
rot als Indikator mit n/10, n/50 oder n/100 Natronlauge titriert und so der 
Gesamtséureverbrauch festgestellt. 

Zur Berechnung des Cholingehaltes wurde folgende Formel heran- 
gezogen: 

[2(V/2 — y) — 1,176. a]. 13,96 = mg Cholinchlorid!. 


Dabei ist V die Menge der bei der Destillation vorgelegten Saure in Kubik- 
zentimetern, y der gefundene Verbrauch an Lauge und a der noch nicht 
mit 2 multiplizierte, im Stufenphotometer ermittelte Gehalt an Ammoniak 
in Milligrammen. 

Eine Reihe von Versuchen mit reiner Substanz ergab folgende Werte 
(vgl. Abb. 3): 


100 





- , hae So ERR Sess t+ 


ttt ht 


Getundener Wert in mg 


Cholin-HCl inmg 
Abb. 3. 


Die Werte ergeben einen Gehalt der verwendeten Lésung an Cholin- 
chlorid von 89,5 °,,, was den Berechnungen in den Kolonnen 3 bis 6 zugrunde 
gelegt wurde. 

Um die Richtigkeit der Methode zu priifen, wurden an Stelle der bisher 
verwendeten Lésungen von Cholinchlorid? Proben von Cholinchloro- 
platinat als Ausgangssubstanz zur Cholinbestimmung verwendet, das durch 
Fallen von Cholinchlorhydrat mit einer wasserigen Lésung von Platin- 


! Da bei den Versuchen mit reiner Substanz gew6hnlich Cholinchlorid 
verwendet wurde, ist in der Formel der Faktor fiir Cholinchlorid angegeben. 
Fiir freies Cholin betragt er statt 13,96 nur 12,11. 

2 Priparat von Hoffmann-La Roche. 
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Tabelle I. 
1 2 3 4 5 6 
Lisung ° »-Gehalt an ; —— « —— S- Differenz | Fehler 
Cholin-H Cl ** ' 
ecm mg mg mg i "lo 
1 0,1 0,89 0,65 — 0,23 — 26,2 
1 0,1 0,89 1,17 +. 0,27 + 30,06 
3 0,1 2.68 2,97 +028 + 10,06 
5 0,1 4,47 3,82 — 0,65 — 11,40 
7 0,1 6,28 5,43 — 0,85 — 13,50 
10 0,1 8,95 8,95 + 0,00 t 0,00 
10 0,1 8,95 7,96 0,99 — 8,60 
1 1,0 8,95 8,95 + 0,00 t 0,00 
2 1,0 17,90 17,80 — 0,10 - 0,56 
3 1,0 26,80 25,30 — 1,50 — 5,60 
4 1,0 35,90 37,50 + 1,60 + 4,45 
45 1,0 40,25 41,00 + 0,75 + 1,86 
5* 1,0 44,75 44,20 -055 — 0,96 
6 1,0 53,70 54,30 + 0,60 + 1,12 
9 1,0 80,55 79,50 — 1,95 — 1,25 
10 1,0 89,50 90,00 + 0,50 + 0,56 


* Der Versuch mit einer Einwage von 40mg Cholinchlorid warde etwas von den 
anderen abweichend ausgefiihrt, indem zur Aufspaltung im Zersetzungsgefi6 nicht wie sonst 
10 cem 33°/9ige Natronlauge verwendet wurden, sondern eine gleiche Menge gesi&ttigte Barium- 
hydroxydlisung. Dies wurde versucht, um zu sehen, ob auch bei Verwendung von Barium- 
hydroxyd die zu erwartenden Werte zu finden sind. Es war dies wahrscheinlich, da nach 
Nothnagel' auch auf diesem Wege nur Trimethylamin entstehen soll. 

** Nach Einwage. 


chlorid unter Zugabe eines Uberschusses von Alkohol hergestellt wurde. 
Bei Einwagen von 45 mg Cholinchloroplatinat, denen ein Gehalt an Cholin- 
chlorid von 20,28 mg entspricht, wurde das Cholin mit einem Fehler von 
etwa 2°, wiedergefunden. 

Eine Kjeldahl-Bestimmung der  verwendeten Cholinchlorhydrat- 
lésungen ergab Ubereinstimmung mit obigen Werten®. 


Zur Kontrolle der Methode wurden auch reine Lésungen von Tri- 
methylaminchlorhydrat auf gleiche Weise wie die Cholinproben behandelt. 


1 Vgl. Anm. 4, §S. 226. 

2 Bei der N-Bestimmung nach Ajeldah/ unter Verwendung von Cholin- 
chlorhydrat als Ausgangsmaterial wurde beobachtet, daB die Ammoniak- 
werte, die durch kolorimetrische Bestimmung erhalten wurden, bedeutend 
tiefer lagen als die durch Titration gefundenen Werte, was wahrscheinlich 
darauf zuriickzufiihren ist, daB bei der Aufspaltung neben Ammoniak auch 
noch Trimethylamin zuriickbleibt. Es ist daher auch nur der titrierte 
Wert zu beriicksichtigen. DaB8 tatsichlich noch Trimethylamin vorhanden 
ist, wurde dadurch bestaétigt, daB bei der Destillation im Parnas-Wagner 
gleich nach dem Zufiigen der Lauge Trimethylamingeruch wahrgenommen 
werden konnte, das in der vorgelegten Saéure nicht geniigend absorbiert 
worden war. Es ist also auBerdem auf gute Absorption in der Vorlage Wert 
zu legen. Fiir die Bestimmungen sind wir Herrn Dr. J. Beck zu Dank 
verpflichtet. 


15* 
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Die gefundenen Werte stimmen mit den erwarteten' gut iiberein. (Ver- 
gleiche dazu Tabelle II.) Die Trimethylamin-H Cl-Lésung, die als Standard 
diente, erwies sich als 89°, ig. 

Tabelle 11. 


Trimethylaminchlorhydrat. 





ee Bestimmun . P 
Einwage Titriert SS lon 3 Differenz Fehler Ammoniak 
} - | Cholingang | | 9 mg 
Q* 1.78 | 41,78 sat hess BO wi 
2 ** 16: | 48 — = - -- 
2 — 1,75 1,75 +0 0 0,027 
6 —~ | = 25 | 5,38 + 0,18 2,5 0,060 
10 _ 8,75 | 8,72 — 0,03 0,034 0,107 
* Mit Natronlauge versetzt 5 Std. am Riickflubkiihler. 
+ am Wasserbad erwirmt und dann zuriicktitriert. 


* ~ - 


Die Fehler bei den Bestimmungen betrugen fiir verschiedene Mengen 
an Cholin annaihernd gleichmaéBig etwa 1,5 mg Cholinchlorid, also etwa 
1 mg Cholin mehr oder weniger als der richtige Wert. Bei Mengen unter 
10 mg ist die Abweichung etwas geringer, doch ergibt sich also ein anndhernd 
konstanter absoluter Fehler. 

DemgemaB hangt der relative Fehler stark von der Menge des vor- 
handenen Cholins ab, so daB der prozentuale Fehler mit sinkender Cholin- 
menge stark ansteigt. Wahrend bei Mengen von 50 bis 100 mg Cholin 
(vgl. Tabelle I, Kolonne 6) der Fehler héchstens 2,0°, betragt, steigt er 
bei 30 schon auf etwa 5°, bei 15 auf etwa 10°, und bei | mg bis auf 30°, 
plus-minus. Die verhaltnismaBig so groBen Abweichungen bei kleinen 
Cholinmengen erklaren sich wohl durch verschiedene Komponenten. Einer- 
seits wurde schon betont, daB die Fehler der Ammoniakbestimmung sich 
im Cholinwert etwa zehnfach bemerkbar machen, ferner daB die durch den 
Indikator verursachten Fehler mit abnehmender Cholinmenge sowohl 
relativ als auch absolut ansteigen. Besonders die Fehler aus der Ammoniak- 
.bestimmung werden sich bei kleinen Cholinmengen besonders stérend 
bemerkbar machen, da sie fiir verschiedene Cholinmengen von annéihernd 
konstanter absoluter GréBe sind. 


Die vorliegende Methode zur Bestimmung von Cholin ist also bei 
Mengen von mehr als etwa 20 mg Cholin sehr zuverlassig. 


Bestimmung im Extrakt. 


Wird zu einem alkoholischen Extrakt? aus einer Pflanze (aus 
etwa 10g Frischgewicht) eine bestimmte Menge an Cholinchlorid 


’ Zur Bestimmung des Gehalts der Lésung an Trimethylaminchlor- 
hydrat wurden 2 ccm einer etwa 0,1 °,igen Lésung mit 3 cem n/100 NaOH 
am RiickfluBkiihler gekocht, dann zuriicktitriert und die Differenz auf 
Trimethylamin gerechnet. Cholinchlorhydrat laBt sich auf diese Weise 
nicht titrieren. 

2 Hergestellt durch mehrstiindiges Schiitteln des zerkleinerten frischen 
Materials mit Alkohol, dem einige Tropfen Salzséure zugesetzt worden waren. 











(Ver- 
ndard 


oniak 


1g 


27 
160 
07 


engen 

etwa 
unter 
thernd 


; vor- 
holin- 
‘holin 
igt er 
30%, 
leinen 
{iner- 
x sich 
h den 
owohl 
yniak- 
orend 
hernd 


30 bei 


(aus 


hlorid 


chlor- 
faOH 
z auf 
Weise 


ischen 
varen. 








Cholinstoffwechsel bei Pflanzen. I. 231 


zugefiigt, so findet sich das Cholin nach einer Differenzbestimmung 
von Extrakt und Extrakt mit zugefiigtem Cholin quantitativ wieder, 
wie folgende Beispiele zeigen. 


Tabelle 111. 


Normaler Gefundene 





Gewiec Zugabe an . } » iffere Aus- 
Pflanze on Cholin-H Cl Peat 3 a... DiGerens beute 
g mg mg mg mg %9 
Brassica oleracea 
Blitenstaub. . . 10,00 17,9 19,7 37,1 17,2 97,5 
Apium graveolens i 
I xo oe ‘6,67 8,9 4,9 13,8 8,9 100,0 


Zur Extraktion des Cholins aus dem pflanzlichen oder tierischen 
Material kommen Alkohol, Wasser und verdiinnte Sauren in Frage. 
Die wasserigen Extrakte lassen sich ohne weitere Behandlung nach dem 
normalen, oben angegebenen Gang verarbeiten. Bei den alkoholischen 
Extrakten ergeben sich dadurch Schwierigkeiten, daB der bei den 
Destillationen mit iibergehende Alkohol die kolorimetrische Ammoniak- 
bestimmung im Destillat dadurch stéren kann, daB mit dem Nesslerschen 
Reagens Triibungen entstehen, die infolge ihrer starken Absorption 
jede Bestimmung unmdglich machen. Da das Abdampfen der alko- 
holischen Extrakte nicht ratsam ist, wurde der in das erste Destillat 
nach der Cholinaufspaltung mit Lauge iibergegangene Alkohol durch 
einen heiben Luftstrom daraus entfernt und erst die restliche Lésung 
zur zweiten Destillation verwendet. 


Tabelle IV gibt die aus den alkoholischen Extrakten verschiedener 
Pflanzen erhaltenen Werte fiir das Gesamtcholin, gerechnet als Cholin- 
chlorhydrat. Die in Kolonne 5 bzw. 6 gegebenen Ammoniakwerte 
beziehen sich auf das bei der Differenzbestimmung gefundene N H,, 
also auf jenes, das durch 33°,ige Natronlauge bei Temperaturen bis 
zu 180° aus alkoholischen Pflanzenextrakten abgespalten wird. 


In Kolonne 9 der Tabelle sind die fiir das Gesamtcholin gefundenen 
Zahlen in Werte fiir Lecithin (vom annaihernden Molekulargewicht 800) 
umgerechnet, um die GréBenordnung der vorhandenen Menge an Lecithin 
zu erfahren, wobei vorausgesetzt wird, daB die gréBere Menge des 
Gesamtcholins Lecithincholin ware, was jedoch auf Grund spiterer 
Versuche nicht ganz zutrifft. 


Die hier wiedergegebenen Werte beziehen sich auf den Gesamtgehalt 
an Cholin unter der Voraussetzung, dap konzentrierte Lauge bei Tem- 
peraturen bis zu 180° die Lecithine quantitativ hydrolysiert. kariiber 
sowte tiber aie Trennung von freiem und im Lecithin gebundenem Cholin 
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9,90 0,02 22,60 0,049 


50,00 * 
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* Mit 1° ,iger wiasseriger Salzsiure extrahiert. 
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und tiber die getrennte Bestimmung dieser beiden Fraktionen wird in dem 
folgenden Abschnitt berichtet. 

Aus den hier mitgeteilten Versuchen laBt sich erkennen, daB die 
GréBenordnung der Mengen an vorhandenem Cholin bei den verschie- 
densten Pflanzen und Organen annahernd konstant ist. Eine Aus- 
nahme machen, z. B. unter den untersuchten Samen, die Leguminosen, 
die durch einen wesentlich héheren Gehalt an Cholin auffallen. Es mag 
hier von Interesse sein, die Zahlen fiir den Cholingehalt menschlicher 
Organe vergleichend zu betrachten!. 

i 
Il. Bestimmung des im Lecithin gebundenen Cholins. 


Um analog dem Cholin das Lecithin zu bestimmen, muBte eine 
Methode gesucht werden, aus dem Lecithin quantitativ Cholin abzu- 
spalten, um dieses nach der eben beschriebenen Methode bestimmen 
zu kénnen?. 


Die Spaltung des Lecithins verlauft nach den Angaben von H. Mac Lean® 
bei Behandlung mit alkoholischer sowie mit wasseriger Barytlésung durch 
sechsstiindiges Kochen am RiickfluBkiihler quantitativ, wenn sich bei der 
Aufarbeitung Verluste vermeiden lieBen. Tatsachlich findet der genannte 
Autor nur 77,7°%, der berechneten Menge, gleich viel wie auch von 
G. Moruzzi* bei Saurehydrolyse gefunden wurde. Es ist nach diesen An- 
gaben zu erwarten, daB sich das Lecithin ohne hesondere Vorbehandlung 
nach dem Gang der Cholinbestimmung bestimmen laéBt, da die starke 
Laugenhydrolyse wohl der zitierten Methode der Hydrolyse mit Baryt- 
lésungen entspricht. 

H. MacLean betont in seiner Arbeit: ,,\Uber die quantitative Ge- 
winnung von Cholin aus Lecithin’ unter Berufung auf eine diesbeziigliche 
Angabe von Gulewitsch®, da®B das Cholin bei Behandlung mit Barytwasser 
nur geringfiigig zersetzt wird und findet, daB diese Zersetzung im Mittel 
nur etwa 1,7°,, ausmacht. Dieses Ergebnis wurde beim Kochen von Lecithin- 


1 Nach Guggenheim, Biogene Amine 1924, 8. 65. 
Serum ... . 0,0002 bis 0,002°, 
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2 Inzwischen wurde von W. Lintzel u. S. Fomin, diese Zeitschr. 241, 
273. 1931, bzw. von W. Lintzel u. G. Monasterio, ebendaselbst 238, 459, 1931, 
eine ahnliche Methode zur Lecithinbestimmung mitgeteilt. 

8 H. Mac Lean, Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 360, 1908. 

4 G. Moruzzi, ebendaselbst 55, 352, 1908. 

5 Zeitschr. f. physiol. Chem. 55, 360, 1908. 

® Ebendaselbst 24, 511, (538), 1898. 
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Cd-Chlorid mit Barytwasser am RiickfluBkiihler wahrend 6 Stunden dadurch 
gefunden, daB die entstehenden ,,fliichtigen stickstoffhaltigen Produkte‘ 
mittels eines ammoniakfreien Luftstromes in n/10 Schwefelséure iiber- 
gefiihrt und titriert wurden. Diese Methode hat zwar mit der von uns ver- 
wendeten eine gewisse Ahnlichkeit, doch unterscheidet sie sich von dieser 
dadurch, daB die Temperatur die Siedehitze nicht iiberstieg, wihrend die 
Behandlung mit Lauge oder aber mit gesattigter Barytlésung in unserem 
Falle bei Temperaturen zwischen 110 und 180°C vorgenommen wird. 
Deshalb sind auch unsere Ergebnisse mit jenen von H. MacLean nicht 
zu vergleichen. Wir finden auch, wie schon friiher angegeben wurde (S. 229), 
mit gesattigter Barytlésung an Stelle der Lauge bei der Cholinbestimmung 
dieselben Werte wie mit Lauge, nur selten etwas geringere. Somit 
spaltet das Cholin bei Behandlung nach dem von uns _ beschriebenen 
Aufarbeitungsgang auch mit Barytlésung quantitativ Trimethylamin ab 
(99 bis 100°%,). 


Um die Methoden zur Hydrolyse des Lecithins zu priifen, wurde 
eine Reihe von Versuchen durchgefiihrt'. 


Versuch 145. 10 cem Lecithinlésung d (entsprechend 32,9 mg Cholin- 
HCl) wurden mit 20 ccm einer gesiattigten, methylalkoholischen Lésung 
von Bariumhydroxyd 3 Stunden hindurch am RiickfluBkiihler gekocht. 
Dann wurde sofort mit Salzsiure angesduert (auf etwa 0,1 °, HCl-Gehalt) 
und bei tiefer Temperatur im Luftstrom zur Trockne eingedampft. Von 
dem Riickstand wurde dann das Cholin bestimmt. Es wurden 31,89 mg 
Cholinchlorhydrat gefunden, was einer Ausbeute von 97°, entspricht?. 

Versuch 146. 10 cem Lecithinlésung d (= 32,9 mg Cholin-H Cl) wurden 
ohne vorherige Trocknung oder andere Vorbehandlung nach dem normalen 
Gang auf Cholin aufgearbeitet. Ausbeute 27,86 mg, also nur 64°%. Eine 
Bestimmung nach dem normalen Gang, jedoch bei Verwendung von ge- 
sittigter Barytlésung an Stelle der Lauge (Versuch 147) ergab eine Aus- 
beute von 27,73 mg, was einer Menge von ebenfalls 84°, entspricht. 


Aus den genannten Versuchen ginge hervor, daB bei Behandlung 
von Lecithin nach dem von uns beschriebenen Schema zur Cholin- 
bestimmung Lecithin nur nach Vorbehandlung mit methylalkoholischer 


' Bei Versuchen zur Saurehydrolyse des Lecithins ergab sich die 
interessante Beobachtung, daB beim Kochen mit 1°,iger Salzsiure oder 
auch |°,iger Schwefelsiure bei nachfolgender Bestimmung nach der hier 
beschriebenen Methode zu tiefe Werte erhalten wurden, und zwar tiefere 
Werte als beim Kochen mit Wasser, 0,1 °,iger oder 10°%,iger Saure. Diese 
tieferen Werte wurden in mehrfacher Wiederholung des Versuchs, und zwar 
sowohl bei reinem Cholin als auch bei Lecithin beobachtet. Beim Kochen 
mit 30°,iger Saure war die Ausbeute ebenfalls geringer, was wohl allein 
der hohen Saéurekonzentration zuzuschreiben ist. Worauf die Tatsache 
zuriickzufiihren ist, daB nur etwa 28°, der Einwage nach Kochen mit 
1°,iger Saure erhalten wurden, wurde nicht naher untersucht. 

2? Wahrend des Kochens mit Barytlésung war am oberen Ende des 
Kiihlers eine Peligotsche Réhre mit 10 eem n/100 Schwefelsiure angebracht, 
so daB etwa entstandenes Trimethylamin sich dort hatte finden miissen. 
Es trat jedoch kein Saéureverbrauch ein (vgl. Versuch 230). 
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Barytlauge quantitativ hydrolysiert wird und bestimmt werden kann. 
Bei den Versuchen 146 und 147 hat sich jedoch gezeigt, daB im Laufe 
der Aufarbeitung beim Kochen mit Lauge das Lecithin stark zu schaumen 
beginnt, wodurch Fehler und Verluste méglich werden. Es wurde also 
vermutet, daB der erhaltene Wert von nur 84°, Ausbeute besonders 
auf diesen Umstand zuriickzufiihren ist. Durch das starke Schiumen 
werden Teile des Lecithins aus dem eigentlichen Reaktionsraum ganz 
oder doch fiir langere Zeit entfernt und bleiben in kalteren Partien des 
GefaBes haften, so daB sie der Hydrolyse ganz oder teilweise entzogen 
werden und nach Ablauf der vorgesehenen Zeit noch teilweise unzersetzt 
sind. Es wurde deshalb versucht, das Schiumen zu beseitigen. Zusatz 
von Oktylalkohol fiihrte nur zu einem voriibergehenden Effekt, da er 
sofort abdestillierte und dann auBerdem im Destillat die Ammoniak- 
bestimmung stérte, weshalb er vorher quantitativ durch Abdestillieren 
in saurer Lésung entfernt werden muBte. Bei Vorbehandlung des 
Lecithins durch einstiindiges Kochen mit Wasser wurde eine bessere 
Ausbeute erzielt (96°), jedoch lieB sich auch dadurch das Schiumen 
nicht vermeiden. Es wurde daher versucht, das Lecithin im annaihernd 
trockenen Zustand zu bestimmen. 

Versuch 246. 200mg Lecithin, entsprechend 28,95 mg Cholinchlor- 
hydrat, wurden in annaéhernd trockenem Zustande eingewogen und mit 


50 °,iger Kalilauge der Cholinbestimmung unterzogen. Es wurden 26,56 mg 


Cholin-H Cl gefunden, so daB die Ausbeute 92°, betrug. Schiumen wurde 
nicht beobachtet. 


Da es aber nicht immer méglich sein wird, von annahernd trockenen 
Praparaten Bestimmungen vorzunehmen, wurde nochmals versucht, 
auf Grund der Spaltung mit Barytlésungen bessere Ausbeuten zu er- 
zielen. 

Versuch 232. 10cem Lecithinlésung, entsprechend 250 mg Lecithin 
bzw. 36,3 mg Cholinchlorhydrat, wurden nach dem normalen Gang zur 


Cholinbestimmung, jedoch an Stelle von Lauge mit konzentrierter Lésung 
von Bariumhydroxyd, behandelt. Ausbeute 34,5 mg, das sind 95°. 


Versuch 230. 1l0cem derselben Lecithinlésung wurden mit 20 c¢em 
methylalkoholischem Baryt 1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. In 
einer Vorlage am oberen Ende des Kiihlers fand sich kein Trimethylamin. 
Die Bestimmung mit Natronlauge ergab dann 36,3 mg Cholin-HCl, ent- 
sprechend einer Ausbeute von 100%. 


Die im letztgenannten Versuch angewandte Methode der Be- 
stimmung erwies ‘sich jedoch bei Wiederholungen des Versuchs als 
ziemlich unzuverlassig, da abermals leicht durch nicht zu vermeidendes 
Schiumen Fehler verursacht wurden. 


Der EinfluB der Kochdauer mit methylalkoholischer Barytlésung 
auf die Lecithinbestimmung ist aus den folgenden Zablen zu entnehmen: 
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Lecithin, Einwage entspricht 36,3 mg Cholin-H Cl. 





Ausbeute 
Kochdauer - nial 
my °lo 
1/, Stunde . || 33,2 91 
, RLY 4 | 33,6 93 
2 Stunden 34,9 96 
35.4 98 


n 


Cholinchlorhydrat, Einwage 47,0 mg. 





i Ausbeute 
Kochdauer  —— . aanepens 

I mg %lo 
1/,Stunde. ... 46,1 98 
MN, ee peo ou 47,0 100 
1 * Regge pe 32,9 70 
2Stunden ... 30,6 65 
eae ea 29.7 | 63 


Cholinchlorhydrat wird also bei 1 Stunde Kochdauer bereits 
etwas angegriffen. Bei Durchfiihrung dieser Versuche konnte Trimethyl- 
amin entweichen, weshalb auch die Ausbeute sinken konnte. AubBerdem 
zeigen die eben genannten Versuche mit Lecithin, daB das Lecithin 
auf das Cholin eine gewissermaBen schiitzende Wirkung auszuiiben 
scheint, indem die Ausbeuten an Lecithin steigen, wahrend sie doch 
fallen sollten, da die Ausbeuten an Cholin bei gleicher Behandlung in 
reiner Lésung fallen. Es ist also, wenn darauf geachtet wird, daB allen- 
falls infolge von Zersetzung des Cholins entstehendes Trimethylamin 
in derselben Vorlage aufgefangen wird, die dann zur Cholinbestimmung 
verwendet wird, gleichgiiltig, wie lange vor der Bestimmung mit Baryt- 
lauge am RiickfluBkiihler gekocht wird. Wenn die oben angegebenen 
Werte nicht ganz 100°, erreichen, so liegt das daran, daB zu diesen 
Versuchen nicht 50°, ige Kalilauge, sondern etwas verdiinntere Natron- 
lauge verwendet worden war. 

Es ist anzunehmen, daB durch die Barytlésung, wie es H. Mac Lean 
(l. c.) angibt, das Lecithin zu einem gewissen Prozentsatz oder auch 
quantitativ gespalten wird, daB das Cholin gegen Lauge bei Gegenwart 
von Lecithin resistenter ist als in reiner Lésung, und daB die Hydrolyse 
des Lecithins durch die Lauge bei der Cholinbestimmung noch vollendet 
wird, wodurch die gute Ausbeute zustande kommt (Versuch 230, 100°,). 

SchlieBlich gelang es, das Schiumen folgendermafBen zu verhindern : 
Die Apparatur zur Cholinbestimmung wurde mit reiner, 50° iger 
Kalilauge beschickt und ohne Zugabe der Probe in Betrieb genommen. 
Erst als die Temperatur 100°, erreicht hatte, wurde durch das offene 
Trichterrohr langsam und in kleinen Portionen die zu bestimmende 
Lésung eingetragen. Es konnte so das Lésungsmittel ohne besonderes 








24 ea el Ly 

















reits 
thyl- 
rdem 
ithin 
iiben 
doch 
1 in 
Jlen- 
amin 
nung 
aryt- 
enen 
lesen 
Lron- 


Lean 
auch 
wart 
olyse 
ndet 
) % ) . 
lern: 
,iger 
men. 
ffene 
ende 
leres 








Cholinstoffwechsel bei Pflanzen. I. 237 


Schaumen abdampfen und die Aufspaltung ohne Stérung verlaufen. 
Wenn schlieBlich die ganze Probe zugegeben und etwas nachgewaschen 
worden war, wurde die Bestimmung weiter in gleicher Weise gehandhabt 
wie die Cholinbestimmung. 

Verschiedene Parallelversuche, bei denen je 10 ccm Lecithinlésung 
(entsprechend 39,0 mg Cholinchlorhydrat) eingewogen worden waren, 
ergaben gute Ausbeuten und iibereinstimmende Werte: 


Versuch 256. Ausbeute: 37.9 mg 97,2% 
% 257. - 39,0 ,, 100,0°,, 
» 258. - 38.0, 97,4 %, 
os 259. mn 37,0 ., 94,9°,, 


Mittel: 38,0 mg 97,4° 


Maximale Abweichung vom Mittel + 1,0 mg | 2,6°,. Maximale 
Fehlerbreite also 5%. 


Mit der nun vorhandenen Methode wurden verschiedene Lecithin- 
praparate auf ihren Cholingehalt untersucht. Die Ergebnisse sind in 
der folgenden Tabelle zusammengestellt. Uin einen sinnfalligen Vergleich 
der Zahlen zu geben, wurde bei den Praparaten aus dem gefundenen 
Cholingehalt jeweils jenes Molekulargewicht berechnet, das der Substanz 
zukommen miBte, wenn sie ein einheitliches und zur Molekulargewichts- 
bestimmung geeignetes Produkt (und nicht ein Gemisch mehrerer 
Substanzen) wire. Zum Vergleich ist das Molekulargewicht bekannter 
Lecithine angegeben. 





Gesamt- 
Lecithinpraparat —— Molekulargewicht 
0 
Palmityl-oleyllecithin . . 15,56 777,7 
Stearyl-oleyllecithin . . . 15,04 805,7 
Lecithin Merck, ex ovo . 13,50 896 
Lecithin ex ovo* . .. . 13,35 907 Lecithingehalt : (800) ** 
Reinlecithin Dr. Biers. . 2,87 4220 18,96 % 
eee 0,08 — 0,58 °, 
Kriigers Bonbons . . . . 0,48 =: 8.17% 


* Im Biolaboratoriam Oppau nach &uferst schonendem Verfahren bei Temperaturen 
unter 0°C und in Abwesenheit von Sauerstoff hergestellt von Dr. Karl Taubdck. 
** Gehalt des Mischpriparates an Lecithin vom annihernden Molekulargewicht BO”). 


Es zeigt sich, daB in den Lecithinpraparaten des Handels ver- 
haltnismaBig wenig Lecithin enthalten ist. 


III. Trennung von freiem und gebundenem Cholin, also von Cholin und 
Lecithin. 


Das Endziel bei der Aufarbeitung von Pflanzenmaterial war, 
neben dem im Lecithin oder etwa sonstwie gebundenen Cholin auch das 
freie, vielleicht als solches in der Zelle vorhandene Cholin, unabhangig 
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davon quantitativ zu bestimmen. Um dies auf Grund der angegebenen 
Methode zur Bestimmung von Cholin (S. 227) zu erreichen, war die Aus- 
arbeitung eines Aufarbeitungsschemas notwendig, das eine exakte 
Trennung von Lecithin und Cholin erméglicht. 


Es ist naheliegend, die Atherléslichkeit des Lecithins und die 
Unléslichkeit des Cholins in Ather zu einer solchen Trennung aus- 
zunutzen!. Um festzustellen, ob tatsachlich Cholin in den in Frage 
kommenden Mengen von Ather nicht oder nur in unbedeutenden Mengen 
gelést wird und ob Lecithin quantitativ mit Ather extrahiert werden 
kann, wurden folgende Versuche durchgefiihrt. 


5cem einer 0,964° igen Lésung von Cholinchlorhydrat in Wasser 
wurden mit 1g trockenem Calciumoxyd und mit 1g wasserfreiem 
Natriumsulfat verrieben und das trockene Gemisch durch dreimaliges, 
lingeres Schiitteln mit je 100ccm wasserfreiem Ather extrahiert. 
Der Riickstand wurde dann mit heiBem Alkohol mehrmals extrahiert 
und das Cholin bestimmt. Er enthielt 48,2 mg Cholinchlorhydrat, also 
100°, der eingewogenen Menge. Die vereinigten Atherextrakte wurden 
unter Zusatz von wenig 0,1°,iger Salzsiure bei tiefer Temperatur 
abgedampft und die restliche salzsaure Lésung bestimmt. Sie enthielt 
kein Cholin (Versuche 193/194). Wenn der Ather nicht vollig wasserfrei 
oder aber das CaO-Na,SO,-Gemisch nicht ganz trocken ist, so kann 
eine geringe Menge Cholin in der Atherfraktion gefunden werden, 
wie folgender Versuch zeigte: Alkoholfraktion: 43,3 mg Cholinchlor- 
hydrat. Atherfraktion: 1,8 mg Cholinchlorhydrat. Einwage 47,0 mg. 
Wiedergefunden also 45,1 mg, das sind 96°, der theoretischen Menge. 
Es muB also groBer Wert auf véllig wasserfreies Arbeiten gelegt werden. 

Als Lecithinpraparat wurde fiir die ersten orientierenden Versuche 
Lecithin Merck ,,.ex ovo’: verwendet. Es wurden 10 g davon in etwa 100 cem 
Alkohol gelést, wobei ein 6liger, rotbrauner Riickstand blieb, der noch 
einmal mit Alkohol behandelt wurde und schlieBlich nach Dekantieren 
verworfen wurde. Da die Lésung nicht zu allen Bestimmungen ausreichte, 
muBte sie mehrmals erneuert werden. Es wurde daher, da jede Lésung 
einen anderen Lecithingehalt hatte, jede Lésung fiir sich mit einem Buch- 
staben bezeichnet. 10 ccm der Lecithinlésung d, die etwa 250 mg Lecithin- 
einwage entsprachen, gaben bei der Analyse, deren Ausfiihrung der Freund- 
lichkeit von Herrn Dr. Beck zu verdanken ist, 4,7 mg N und 7,4mg P. 
Bei normaler Cholinbestimmung ergab sich ein Cholingehalt von 32,1 mg 
Cholin, berechnet als Chlorhydrat. Nach den angegebenen Analysenzahlen 
fiir N und P wiirde der Gehalt an Cholin 46,8 mg betragen, wenn jedem N 
ein Cholin entsprache, und 32,9 mg, wenn je ein Cholin auf je eine Phosphor- 
siure gerechnet wird, wie es fiir Monoaminophosphatide berechtigt erscheint. 
(Der gesamte Stickstoff liegt als Cholin vor, dieses ist an den einzigen 
Phosphorsaurerest des Molekiils gebunden, so daB sich fiir N: P ein Ver- 


' Vgl. H. Paal, diese Zeitschr. 211, 244, 1929. 
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haltnis von 1:1 ergibt.) Die angegebenen Analysenzahlen geben ein Ver- 
haltnis von N: P von 1: 0,7, also einen zu hohen Stickstoffwert. Es wurde 
daher versucht, neben dem Cholin eine andere, etwa als Verunreinigung 
vorhandene Stickstoffverbindung nachzuweisen. Als solche kam vor allem 
Ammoniak in Frage. Tatsachlich trat auch beim Versetzen einer triiben, 
mit Wasser verdiinnten alkoholischen Lecithinlésung d mit Nesslerschem 
Reagens eine Gelbfarbung auf, wie sie fiir Ammoniak charakteristisch ist. 
Es gelang zwar nur unvollkommen, die Triibung auszuschalten, jedoch 
lieB sich der Gehalt an NH, fiir 10 cem der L6sung mit annahernd 1,7 mg 
NH, kolorimetrisch ermitteln. Nimmt man an, daB das Verhaltnis N: P 

1: 0,7 infolge einer Verunreinigung allein durch Ammoniak verursacht 
ist, so ergibt sich aus der Cholindifferenz von 14 mg eine diesem Wert 
entsprechende Ammoniakmeage von 1,705 mg. Es scheint also tatsachlich 
ein Monoaminophosphatid mit einer Verunreinigung von Ammoniak vor- 
zuliegen. Demnach betragt auch der Cholingehalt der Lésung 329 mg-°, 
womit der nach der Methode der Cholinbestimmung gefundene Wert von 
321 mg-°,, gut iibereinstimmt (97,5°,). 


Mit Lecithinlésungen dieser Art (es wurden alle aus demselben 
Ausgangsprodukt hergestellt) wurden die im folgenden beschriebenen 
Versuche durchgefiihrt. 

Parallel zu dem oben beschriebenen Versuch mit Cholin wurde nun 
Lecithin in gleicher Weise mit CaO und wasserfreiem Natriumsulfat 
verrieben, nachdem der Alkohol durch einen heiBen Luftstrom entfernt 
worden war, und das trockene Gemisch mit wasserfreiem Ather behandelt. 
Der Riickstand wurde dann noch zweimal mit heiBem Alkohol extrahiert 
und die Fraktionen getrennt bestimmt. Es ergaben sich in zwei parallel 
durchgefiihrten Versuchen mit einer Einwage von 200 mg_festen 
Lecithins (entsprechend 26,5 mg Cholinchlorhydrat) folgende Werte: 

Versuch 243: Alkohol I. ......++-. 8,6i mg 
Mitre. 4 ee x ke oe ee 

7,78 mg 

| aa rr ee 

Summe: 21,98 mg 
GS ees | 


MOM civics én 8s oe AY 


ee es se Se ss 2 BO 
Versuch 243: Alkohol I. ......... 3,71 mg 
ie ae ae ee 


5,93 mg 
MS 5 be a oa awe ko oe eee 


Summe: 22,09 mg 


es ts ee we we Ie 
Sf anew 
ee a ee i Sp 








GA 





240 G. Klein u. H. Linser: 


Es war also ein betrachtlicher Teil des Lecithins nicht vom Ather 
aufgenommen worden. Auch die gesamte Ausbeute war geringer als 
bei normaler Bestimmung des Ausgangsproduktes, die einen Wert von 
26,56 mg ergab (Versuch 246). 

In derselben Weise wie die eben geschilderten Versuche wurde 
auch eine Reihe von Versuchen mit Gemischen aus Cholinchlorhydrat 
und Lecithin durchgefiihrt. Einwage: 50 mg Cholinchlorhydrat (Ho/ff- 
mann-La Roche) mit einem Gehalt an Cholin von 47,0 mg (als Chlor- 
hydrat); 200 mg Lecithin Merck ,,ex ovo, entsprechend 26,5 mg Cholin- 
chlorhydrat. Die Ergebnisse sind im folgenden zusammengestellt. 

Versuch 233. Cholinfraktion . . . . 16,69mg 73,50 mg 

Lecithinfraktion . . . 46,36 ,, 63,05 
Summe: 63,05 mg 10,45 mg Verlust 

Die Cholinfraktion enthalt um 30,31 mg zuwenig und die Lecithin- 
fraktion um 19,86 mg zuviel Cholin-H Cl. 

Versuch 235. Cholinfraktion 32,0mg 73,50 mg 

Lecithinfraktion . . . 35,0 ,, 67,70 


Summe: 67,0 mg 5,80 mg Verlust 


Die Cholinfraktion enthalt um 15 mg zuwenig und die Lecithinfraktion 
um 9,2 mg zuviel Cholin-H Cl. 


Versuch 237. Cholinfraktion . . . . 29,59mg 75,00 mg Einwage 
Lecithinfraktion . . . 45,30 ,, 74,90 ,, Ausbeute 
Summe: 74,90 mg 0,10 mg Verlust 


Die Cholinfraktion enthalt um 18,91 mg zuwenig und die Lecithin- 
fraktion um 18,80 mg Cholin-H Cl zuviel. 


Aus den drei genannten Versuchen geht hervor, daB das Cholin 
im Gemisch mit Lecithin in die Atherfraktion tibernommen wird. 
Besonders deutlich ist dieses Verhalten in dem fast verlustfreien Ver- 
such 237 festzustellen, bei dem die in der Cholinfraktion fehlenden 
18,91 mg fast véllig (zu 99°.) in der Lecithinfraktion wiedergefunden 
werden. Diese Erscheinung kann dadurch erklirt werden, daB das 
Lecithin vielleicht noch wasserhaltig war oder aber, daB es die Fahigkeit 
hat, Cholin zu adsorbieren oder zu lésen. Es ergaben sich jedoch bei 
Wiederholung der Versuche unter besten TrocknungsmaBregeln und 
bei absolut wasserfreiem Arbeiten dieselben Resultate, so daB wohl 
angenommen werden muB, daB die letztere der oben genannten Méglich- 
keiten zutrifft. 

Es wurde also ein anderer Weg der Trennung versucht, namlich 
der, das Lecithin in Wasser zu suspendieren und mit Ather auszu- 
schiitteln, oder aber umgekehrt, das Lecithin in Ather zu lésen und gegen 
Wasser auszuschiitteln, um das freie Cholin in die wasserige Fraktion 
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zu uberfiihren. Ein ahnlicher Weg wurde bereits von H. Paal' be- 
schritten, dessen Verfahren zur Trennung von Lecithin und Cholin 
darauf beruht, daB das Lecithin in alkoholischer Lésung durch Ein- 
gieBen in Wasser emulgiert wird, im Scheidetrichter mit einem gleichen 
Volumen Ather und etwas Salzsaure gut geschiittelt wird und dann die 
wasserige und die atherische Lésung voneinander getrennt bestimmt 
werden. Abgesehen davon, daB wir bei unseren Versuchen zur Ver- 
meidung von Cholinabspaltung aus dem Lecithin Zusatz von Salzsaure 
unbedingt vermeiden wollten, hat diese Methode auch den Nachteil, 
daB die entstehende Zwischenschicht nur schwer zu entfernen war und 
eine scharfe Trennung der beiden Fraktionen verhindert. 


Versuche mit dieser und etwas verinderter Methodik ergaben bei 
getrennter Bestimmung der wasserigen und der atherischen Fraktion 
einen Cholingehalt der wasserigen Lésung, der etwa 27°, von jenem 
des zu erwartenden Gesamtcholinwertes entsprach, und einen Gehalt, 
der atherischen Lésung von etwa 73°,. Paal kommt mit einem Praparat 
von Lecithin, tiber dessen Herkunft keine Angaben gemacht werden, 
zu denselben Zahlen. Demnach enthielte, wie auch Paal annimmt, 
Rohlecithin freies Cholin, und zwar in unserem Falle (Aufarbeitung 
bei Zimmertemperatur) etwa 27°, des Gesamtcholins. Freilich bleibt 
dagegen einzuwenden, daB ein Rest von Lecithin in der wasserigen 
Lésung zuriickgeblieben sein konnte, der bei der Bestimmung nach 
unserer Methode freies Cholin vortéuschen konnte. Andererseits aber 
sagen die Zahlen nichts dariiber aus, ob nicht etwa freies Cholin durch 
das Lecithin in den Ather hiniibergenommen wurde, eine Méglichkeit, 
die sich in unseren oben beschriebenen Versuchen bei Atherextraktion 
trockener Lecithinpraparate ergeben hat. Es erschiene dann der fiir 
freies Cholin gefundene Wert zu tief. 

Reines Cholin 1aBt sich aus einer wasserigen Lésung nicht mit 
Ather ausschiitteln, wie folgender Versuch zeigt. 

Versuch 140. 10cem 0,95°,ige wiisserige Lésung von Cholinchlor- 
hydrat wurden mit 1 ccm 33 °%,iger Natronlauge versetzt und ] Stunde mit 
50cem Ather geschiittelt. Der abgetrennte Ather wurde absitzen gelassen 
und dann an der Luft abdampfen gelassen. Der Riickstand wurde in Wasser 
aufgenommen und nach dem normalen Gang das Cholin bestimmt. Ebenso 
wurde sofort nach Beendigung des Versuchs die wisserige Lésung bestimmt. 
Die Ausbeute betrug im Ather 0 mg = 0°,, im Wasser aber 94,88 mg, also 
fast 100%. 

In gleicher Weise wurde Lecithin aufgearbeitet : 

Versuch 141 (W.). In der Atherfraktion 31,19 mg, in der wasserigen 
Lésung 8,92 mg. Es wurde ein Teil der wasserigen Lésung bestimmt, der 
nach dem Zentrifugieren sich véllig klar von der atherischen Fraktion ab- 


! H. Paal, diese Zeitschr. 211, 244, 1929. 
Biochemische Zeitschrift Band 250. 16 
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gesetzt hatte. Die Summe beider Fraktionen betrug mithin 40,11 mg, so 
daB im Lecithin 25,1 °, freies Cholin vorhanden waren, wenn man annimmt, 
daB die Methode der Trennung fehlerfrei arbeitet. 

Ein Gemisch von Lecithin und Cholin gab jedoch folgende Werte: 

In der Atherfraktion 37,30 mg, in der wasserigen Lésung, nach gleichem 
Aufarbeitungsgang wie oben, 39,11 mg. Zugegebenes Cholin-H Cl 47,0 mg. 
Ausbeute nur 88°). Berechnet man aus diesem und dem vorigen Versuch 
jenen Prozentanteil des Cholins, der vom Ather aufgenommen wurde, so 
findet man die Zahl 13, d.h. 13°, des zugegebenen Cholins waren vom 
Ather aufgenommen worden. 

DaB Cholin vom Ather aufgenommen wurde, geht aus dem Versuch mit 
Sicherheit hervor. Wahrscheinlich liegt hier dieselbe Erscheinung vor wie 
bei den frither beschriebenen Versuchen mit trockener Atherextraktion. 
Wird nun aber tatsaéchlich Cholin in der Atherfraktion festgehalten, so 
muB8B dies auch in Versuch 141 beriicksichtigt werden. Rechnet man mit 
den hier gefundenen 13°, so enthalt Lecithin Merck Lecithincholin und 
freies Cholin im Verhaltnis 30,03 : 10,08, mithin 27,2°,, freies Cholin (eine 
Zahl. die mit der von Paal angegebenen gut iibereinstimmt). 


Kine Wiederholung des Versuchs gab eine bedeutend bessere 
Ausbeute, namlich fast 100°,. Die Atherfraktion enthielt 33,07 mg, die 
wasserige Lésung 54,15 mg. Diesem Versuch entsprechend enthielt 
das Lecithin in Versuch 141 23,2 °, freies Cholin, da nur 4°, des gesamten 
freien Cholins in diesem Versuch vom Ather festgehalten wurden!. 

Es ergibt sich also wieder, daB im Lecithin Merck ein Anteil von 
freiem Cholin enthalten ist, der etwa 23 bis 27°, betragt (also annahernd 
ein Viertel des Gesamtcholins). Eine weitere Stiitze der Annahme, 
daB das Lecithin Merck etwa ein Viertel seines Gesamtcholins als freies 
Cholin enthalt, ergab sich aus folgendem Versuch: 

250 mg Lecithin, entsprechend 39,0 mg Cholin-HCl, wurden mit 
einem Gemisch von Calciumoxyd und Natriumsulfat zu einem trockenen 
Pulver zerrieben und im Sozhlet-Apparat mit trockenem Aceton extra- 
hiert. In der Acetonfraktion fanden sich 10,8 mg, mithin 28,1°,, des 
Gesamtcholins. Bei Zugabe von etwas Cholin-HCl wurden 19,00 mg 
gefunden, fiir eine gleiche Menge reines Cholin 8,37 mg (10,8 + 8,37 
= 19,25). 


1 Die Berechnung des im Ather festgehaltenen Cholinanteils in Pro- 
zenten des im Wasser gefundenen geschah aus je einem Versuch ohne 
Cholinzugabe zum Lecithin (1) und aus einem mit Cholinzugabe (2) nach 


der Formel: 
aa 100 (A, — A) 


Chp 
wobei A, die aus der atherischen Lésung bestimmte Anzahl von Milligramm 
Cholin bedeutet, wenn Cholin zugefiigt worden war, und A, dasselbe, wenn 
kein Cholin zugegeben worden war. Ch, bedeutet die Anzahl der ein- 
gewogenen Milligramme Cholin. 
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(Bei Versuchen mit Aceton muB dieses Lésungsmittel sehr sorg- 
faltig entfernt werden, da es bei der Ammoniakbestimmung mit Nessler- 
schem Reagens in geringen Mengen dicke Triibungen hervorruft, die 
jedes Kolorimetrieren unméglich machen, und in gréBeren Mengen das 
Auftreten der fiir Ammoniak charakteristischen Farbung vdllig ver- 
hindert.) 


Eine Trennung des freien Cholins vom gebundenen mit Aceton 
zu versuchen, wurde unterlassen, da eine teilweise Léslichkeit von 
Lecithinen in Aceton bekannt ist!. 


Ferner wurde eine Trennung mit Hilfe von Phosphorwolframsaéure 
versucht. Aus einer wasserigen Lésung lieB sich Cholin mit Phosphor- 
wolframsaure fallen. Die Aufspaltung des abzentrifugierten Nieder- 
schlages ergab 98°, der Cholineinwage. Aus einer alkoholischen Lésung 
lieB sich jedoch Cholin nur beim Verdiinnen mit Wasser annahernd 
quantitativ fallen, auBerdem reagierte bei langerer Einwirkungsdauer, 
die Phosphorwolframsaure auch mit dem Lecithin, so daB die Methode, 
obwohl sie ganz gute Werte gab, nicht weiter verwendet wurde, weil 
sich die notwendigen Bedingungen nur schwer konstant halten lieBen. 
Weiter ergibt sich, daB vom Ather ein gréBerer oder geringerer Teil 
des freien Cholins aufgenommen wird, wenn Lecithin zugegen ist. 

Um zu sehen, ob der von Paal angewandte Saurezusatz die Ver- 
haltnisse verbessert, wurden die Versuche so wiederholt, daB das 
Lecithin bzw. ein Gemisch aus Cholin-HCl und Lecithin in Ather- 
Petrolather (1 : 1) aufgelést wurde und die Lésung nun gegen n/100 Saure 
ausgeschiittelt wurde. Es wurden folgende Ergebnisse erhalten: 

Ohne Cholinzugabe: Lecithincholin (Atherfraktion) . . . . 30,78 mg 
Cholin (Wasserfraktion) ......!' L114 ,, 
Mit Cholinzugabe: Lecithinfraktion. ........ . 35,60 


Cholinfraktion. ...... ——— lo 


Daher wurde ein Anteil von 12,5°, des gesamten freien Cholins 
im Ather gefunden. Der Gehalt des Lecithinpraparates an freiem 
Cholin berechnet sich daraus mit 4°, (natives Lecithin) vgl. 8S. 237. 


Endgiiltige Trennungsmethode. 


Unter Beriicksichtiqung der aus den eben beschriebenen methodischen 
Vorversuchen gewonnenen Erfahrungen wurde  schlieBlich folgender 
Aufarbeitungsgang gewahlt : 


Das frische Material wurde zerrieben und an einem aliquoten Teil 
des Gereibsels das Trockengewicht bestimmt. Der Rest wurde mit 


1 B. Rewald, diese Zeitschr. 198, 103, 1928. 


16* 
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der zehnfachen Gewichtsmenge 96 °,igen Alkohols bei Zimmertemperatur 
geschittelt, der Alkohol dann (nach etwa 15 Stunden) erneuert, abermals 
geschiittelt und die abgetrennten alkoholischen Lésungen im Vakuum 
bei Temperaturen unter 35°C (es wurde streng darauf geachtet, daB 
diese Temperaturgrenze nie itiberschritten wurde) zur Trockne ein- 
gedampft. Nach Untersuchungen von J. H. Page und E. Schmidt! 
wird bei dieser schonenden Behandlung des Extraktes aus dem Lecithin 
kein Cholin abgespalten. (Nach den genannten Autoren kann Lecithin 
sogar einige Zeit in Alkohol gekocht werden, ohne daB Zersetzung 
eintritt!). Der Riickstand wurde nun mit 20 cem destilliertem Wasser 
und 100 ccm Ather 1 Stunde lang oder etwas langer gut geschiittelt, 
wobei er meist fast véllig in Lésung ging. Nun wurde ruhig stehen- 
gelassen, bis sich die wisserige Schicht gut abgesetzt hatte, die iiber- 
stehende atherische Lésung so weit als méglich dekantiert, der Rest, 
der aus einem Gemisch von Wasser, Atherlésung und einer Zwischen- 
schicht bestand, mit wenig Kochsalz versetzt, geschiittelt und zentri- 
fugiert, wodurch eine gute Trennung von Wasser und Ather erzielt 
wurde. Nun wurde die atherische Schicht bei gleichzeitigem schwachem 
Durchblasen mit einer Pipette durchstochen und ein Teil des Wassers, 
meist 15 ccm, abpipettiert. Diese véllig wasserklaren 15 ccm wurden 
nun einer Cholinbestimmung unterzogen, ebenso der Rest, zusammen 
mit der atherischen Lésung. Es wurden also zwei Fraktionen bestimmt: 
1. die Atherlésung zusammen mit 5ccm Wasser, 2. 15 ccm Wasser, 
also drei Viertel der wasserigen Fraktion. Bei der Berechnung muBbte 
demgema ein Drittel des in den 15 ccm wasseriger Fraktion gefundenen 
Cholins von dem in der atherischen Lésung gefundenen subtrahiert 
werden und andererseits zu der wasserigen Fraktion zugezahlt werden, 
um die tatsaichlichen Cholinzahlen fiir die atherische und die wasserige 
Fraktion zu bekommen. Eine vollstaéndige Trennung der wasserigen 
Fraktion von der atherischen wurde nicht angestrebt, weil der Ather 
immer etwas Wasser aufnimmt und eine halbwegs quantitative Trennung 
erst nach langem Stehen erreicht werden kann. AuBerdem bleibt auch 
bei der Behandlung mit Kochsalz immer eine die Abscheidung stérende 
Zwischenschicht zuriick. Durch das hier angewendete Verfahren 
werden diese Schwierigkeiten umgangen. Das freie Cholin muB in der 
wasserigen Phase gleichmaBig verteilt sein und sich, da die Gesamtmenge 
des Wassers bekannt ist, aus einem bekannten Teil der wasserigen 
Fraktion bestimmen lassen. 


Die Bestimmung des Cholins in der atherischen Fraktion geschah 
so, daB die atherische Lésung in der zur Cholinbestimmung verwendeten 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 1, 1931. 
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Apparatur bei Zimmertemperatur und im Vakuum abgedampft wurde. 
Dann wurde der Kolben sorgfaltig von der gebildeten Eiskruste auBen 
befreit, gut abgetrocknet und in das Olbad eingehingt. Dann erst 
wurde Lauge zugegeben und die normale Cholinbestimmung durch- 
gefiihrt. 


Bei der Berechnung mufte beriicksichtigt werden, daB ein Teil des 
freien Cholins vom Lecithin in den Ather iiberfiihrt wird. Deshalb 
mupte vorerst festgestellt werden, wieviel Cholin durch verschiedene 
Mengen Lecithin in den Ather iiberfiihrt wird. Es ergab sich dabei 
folgendes: 


100 mg Lecithin Merck hielten 7,5 mg des gesamten, frei vorhandenen 
Cholins fest, 150 mg brachten 10,9 mg in den Ather.und 700 mg 44,7 mg 
(gerechnet als “hlorhydrat). Im Durchschnitt wurden also von je 1 mg 
Lecithin 0,0665 mg Cholin in den Ather iiberfjihrt. Die Bestimmung des Leci- 
thinsergab zum selben Zeit punkt einen Ge- 
samtcholingehalt von 36,1 mg in 250 mg. 

Berechnet man 24°, davon fiir freies | 

7 vitae — 1 Lezithin : 0,61 Cholin 
Cholin, so entsprechen 1 mg _ Lecithin- 
einwage 0,109 mg Cholin. Mithin nehmen Y 
1090 mg Lecithincholin 66,5 mg _ freies t+ Stary — 
Cholin in den Ather, oder, mit anderen 
Worten, durch je ein Aquivalent Lecithin phe ao) ee oy B 
werden je 0,61 Aquivalente Cholin in gs 

* a i cake ; ‘ > p——+———_}_— eae oe: RS ee eee 
den Ather iiberfiihrt. Mithin sind im Ps | 
Ather x plus 0,61 2 mg Cholin, also § 

S 











~~ hther «x4 G6tx 








eS 
: - —§ 
1,61 2 mg Cholin vorhanden. Finden os = 
sich im Wasser hingegen y mg, so be- | Poe ky F = iY 
rechnet sich daraus das als Lecithin vor- LaLesithineZ |S 
handene Cholin nach Formel (1), das frei NEE EA. he wena Ps { 
~ar . . C-Cholin = £-L} = 
vorhandene Cholin nach Formel (2): = 
ee eee 
zZ-—y ‘ 8 
L= ——— = 0,62 (= — y), (1) | 
1,61 - —- 
, 0 % 0 0 WH 30 0 MW & 
C= Z-L (2) tomgt. LezithinAgu. 
+ = dabei die Summe, also das Gesamt- Abb. 4. 


cholin) 


Um die Richtigkeit der Berechnung zu erweisen, wurden eine 
Reihe von Kontrollversuchen nach diesem Schema berechnet. Da dabei 
noch das im Lecithin vorhandene freie Cholin mitberiicksichtigt werden 
muBte, wurde die Berechnung dementsprechend modifiziert. Zu suchen 
war (um die Richtigkeit der Bestimmung zu iiberpriifen) die Einwage 
an freiem Cholin, die in allen Fallen 48 mg betrug. 

Die Menge des gesamten frei vorhandenen Cholins (= C) setzt sich 


aus der Cholineinwage (= C,) und dem im Lecithin vorhandenen Cholin 
(= Cz,) zusammen, ist mithin 


C=C, +C,. 
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C, ist gleich 24°, von L+C,, mithin 0,316.1. Da C nach Gleichung (2) 
+ — L ist, so ergibt sich 
C, = s — 0,621 (5 — y) + 0,621 . 0,316 (y — y) 
und damit: 
C, = 0,183 5 + 0,817 y. 


Eine Ubersicht iiber die Resultate der Kontrollversuche gibt 
folgende Tabelle und folgende Abbildung. 








Tabelle. 
Cholineinwage Cholin ° a 
wiedergefunden lo r 
mg mg 
48,0 45,2 94,3 50 
48,0 48,0 100,0 100 
48,0 48,2 100,4 150 
48,0 45,9 95,6 250 
48,0 45,7 95,2 700 
48,0 47,2 98,3 1000 
Mittelwerte: 
46,7 97,3 % 
| - oat 
> 
| | Arr | 
6 ———_1———_+_—_—_+—“3 i; 
} Pd 4 . é : 
Sut e 
A $8, 
100, + 
RS 
& 
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Abb. 5. 


Trennung von Cholin und Lecithin im Kontrollversuch, 


Cholin wurde also in einer Ausbeute von 97,3°, wiedergefunden. 
(Ein Versuch wurde wegen zu geringer Gesamtausbeute nicht zur 
Berechnung herangezogen.) 

Das Lecithin konnte in einer Ausbeute von 97°, bestimmt werden. 
Nur bei den Versuchen, die groBe Mengen Lecithin enthielten (700 und 
1000 mg), sank die Ausbeute etwas. 

Bei der Aufarbeitung des Materials war schlieBlich auch auf die 
Anwesenheit von Kephalinen Riicksicht zu nehmen, die allenfalls neben 
Lecithin gefunden werden kénnen. Die Kephaline enthalten an Stelle 
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des Cholins analog zu den Lecithinen in ihrem Molekiil Colamin (Amino- 
athylalkohol). Um vorerst zu klaren, ob das Colamin iiberhaupt die 
Cholinbestimmung stért, wurden gréBere Mengen von Colamin nach 
dem Gang der Cholinbestimmung verarbeitet. Es ergab sich bei Ein- 
wagen von 10, 50 und 100 mg Colamin keine Ausbeute. Ebensowenig 
wurde bei Bestimmung eines Gemisches von Cholin und Colamin eine 
Erhéhung des fiir Cholin erwarteten Wertes gefunden. Die Cholin- 
bestimmung bleibt also durch Colamin véllig unbeeinfluBt, so dap eine 
Bestimmung des Lecithins unter AusschluB der Kephaline auf Grund 
der hier angegebenen Methode médglich ist (Versuche 187, 188). 


Nun hat sich bei den Versuchen an Pflanzen, deren Ergebnisse im 
folgenden gebracht werden, ergeben, daB eine so groBe Menge an ,,freiem 
Cholin® vorhanden isi, wie es gar nicht vermutet werden konnte, wenn 
auch bereits die Versuche von Klein und Zeller (1. c.) relativ groBe Mengen 
Cholin festgestellt hatten. Nun bestimmt ja auch unsere Methodik, 
worauf bereits auf 8.225 hingewieser, wurde, nicht nur das Cholin, 
sondern alle bestandigen, fliichtigen, durch Lauge abspaltbaren Basen, 
auBer Ammoniak vor allem also Trimethylamingruppen; daB es sich 
dabei fast nur um das Trimethylamin aus Cholin handelt, ergibt sich 
daraus, daB durch die geiibte Fraktionierung nur jener Kérper bestimmt 
wird, der auBer im Wasser auch in Alkohol léslich, in Ather aber un- 
léslich ist, womit das eventuell in geringen Mengen vorhandene Betain 
zum gréBten Teil ausgeschaltet und eine weitgehende Einschrankung 
auf das Cholin erreicht wird. 


Es liegt somit eine Methode vor, die gestattet, an relativ geringen 
Mengen pflanzlichen (und tierischen) Materials ohne langwierige 
Isolierungsprozesse freies und lecithingebundenes Cholin nebeneinander 
quantitativ zu erfassen, womit die Méglichkeit gegeben ist, den Stoff- 
wechsel des Cholins in der Pflanze zu studieren. 


Wie in friiheren Arbeiten wurde gerade hier, wo Zusammenhange 
des Cholin- und Lecithinstoffwechsels mit anderen Stickstoffverbin- 
dungen im Organismus nicht bekannt und auch nicht direkt anzunehmen 
sind, nicht auf Stickstoff bezogen. Auch das Trockengewicht als Be- 
zugsgréBe kommt beim Vergleich von griinen und etiolierten Keimlingen 
nicht in Frage. Wir wahlten also die auch in anderen Untersuchungen 
schon bewahrte Methode der Bezugnahme auf das einzelne Individuum, 
wobei eine Auswahl von gleichgroBen und gleichschweren Samen Voraus- 
setzung ist!. Es wurde von einer gréBeren Anzahl von Individuen 
ausgegangen, wobei sich brauchbare Durchschnittswerte ergeben. 


' Vgl. G. Klein und K. Taubéck, Arginin- und Harnstoffwechsel der 
héheren Pflanze. diese Zeitschr.. im Druck. 
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IV. Untersuchungen von Pflanzen bei der Keimung. 


Um das Cholin und das Lecithincholin wahrend des Verlaufs der 
Keimung quantitativ verfolgen zu kénnen, wurden an bestimmten 
Tagen nach dem Quellen der Samen je 30 bis 100 (je nach der GréBe) 
im gleichen Entwicklungsstadium stehender Pflanzchen, und zwar 
einerseits im Licht in Erde gezogene, also voll ernahrte Keimlinge, 
und andererseits im Dunkeln auf reinem Filterpapier gezogene, also 
Hungerpflanzen, aufgearbeitet. Der Gang der Aufarbeitung war der 
in Abschnitt III beschriebene (vgl. S. 243). 

Die Resultate der Bestimmungen lassen sich am besten graphisch 
darstellen und sind in den folgenden Abbildungen gegeben. Auf der 
Abszisse ist das Alter der Keimlinge, auf der Ordinate die Anzahl 
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Abb. 6. 
Pinus pinea, im Licht und etioliert. 


der Milligramme an wasserléslichem und an atherléslichem Cholin auf- 
getragen, die in einem Samen enthalten sind, und zwar so, daB die 
Kurve fiir das Cholin gleichzeitig als Basis fiir die Kurve des Lecithin- 
cholins dient, daB sich also in der obersten Kurve die Summe aller 
anderen Kurven ausdriickt, wahrend die Differenzen der einzelnen 
Kurven untereinander die GréBen der einzelnen Cholinfraktionen 
wiedergeben. 


In Abb. 6 sind auf diese Weise die Verhaltnisse in ruahenden Samen und 
in Keimlingen von Pinus pinea dargestellt. Die ausgezogenen Linien stellen 
die Verhaltnisse im belichteten, die gestrichelten Linien im etiolierten (im 
Falle der Nadelbéume auch griinen) Keimling dar. Der Same selbst (mit 
Nahrgewebe ohne Samenschale) wurde nur bis zum Abfallen, bis etwa zum 
18. Tage, untersucht, der Keimling bis zum 46. Tage. Ein typischer Unter- 
schied zwischen den im Licht und den im Dunkeln gehaltenen Keimlingen 
ist insoweit festzustellen, als bei den im Dunkeln gehaltenen Pflanzen das 
Lecithincholin vom 33. Tage an weniger wird, was sich bei etiolierten 
Keimlingen anderer Pflanzen ebenfalls haufig beobachten lieB. Auffallig 
ist, daB in beiden Arten von Keimlingen die Menge an wasserléslichem 
Cholin vom Punkt der Keimung an stark zunimmt, wahrend sich das 
Lecithincholin nur schwach vermehrt. 





der 
ten 
Be) 
war 
ge, 
also 
der 


isch 
der 


rah! 


auf- 

die 
hin- 
ler 
nen 
nen 


und 
Hen 
(im 
(mit 
zum 
iter - 
wen 
das 
rten 
illig 
hem 
das 








Cholinstoffwechsel bei Pflanzen. I. 249 


Auch im Nahrgewebe selbst, das doch wahrend der Keimung an Nahr- 
stoffen ausgesaugt wird, ist eine deutliche Steigerung des Cholin- und des 
Lecithincholingehaltes zu beobachten. Der Verlauf der Gesamtcholinkurve 
ist hier wie bei anderen Pflanzen charakteristisch: einer anfanglich ziemlich 
starken Steigerung folgt eine mehrere Tage anhaltende Sistierung oder 
Schwachung der Zunahme an Gesamtcholin, der dann eine erneute stirkere 
Zunahme folgt. 


Vom Beginn der Keimung an nimmt also das Gesamtcholin zu, es findet 
bei der Keimung Neubildung von Cholin statt, und zwar von freiem wie auch 
von Lecithincholin. 


Abb. 7 zeigt die Kurven fiir Pisum sativum im griinen, Abb. 8 im 
etiolierten Zustande. Es zeigt sich wieder eine starke Zunahme des Gesamt- 
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Abb. 7. 


Pisum sativum, griin. Die durch die oberste Kurve und die Abszisse eingeschlossene Flache 
stellt den Cholin- und Lecithincholingehalt des Keimlings insgesamt dar. 
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Abb. 8. 


Pisum sativum, etioliert. Die durch die oberste Kurve und die Abszisse eingeschlossene 
Fliche stellt den Cholin- und Lecithincholingehalt des Keimlings insgesamt dar. 


cholins, eine anfanglich starke, spater wieder schwacher werdende Zunahme 
des wasserléslichen Cholins im Keimling sowie eine Zunahme an Lecithin- 
cholin, der im etiolierten Keimling bald eine Abnahme bis zu einem geringen 
Minimum folgt, im Gegensatz zum griinen Keimling. Auch hier zeichnen 
sich die sonst dauernd Nahrstoffe abgebenden Kotyledonen durch starke 
Zunahme sowohl des freien wie auch des lecithingebundenen Cholins aus. 
Im etiolierten Keimling, der insgesamt etwas mehr Cholin enthalt als der 
griine. bleibt die Menge an wasserléslichem Cholin in den Kotyledonen 
annahernd gleich, waihrend die Menge an Lecithincholin wie im etiolierten 
Keimling selbst spaéter wieder abnimmt. 
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Abb. 9 zeigt die Verhaltnisse bei griinen, Abb. 10 bei etiolierten Cucumis- 
Keimlingen. Hier auBert sich der Unterschied zwischen griinem und etio- 
liertem Keimling besonders deutlich: der etiolierte Keimling fiihrt mehr 
Gesamtcholin als der griine und verliert mit zunehmendem Alter sein 
Lecithincholin fast véllig, waihrend im griinen Keimling das Lecithin- 





vA r 


mg je Shich 











i | 
J. Z 17. 2. étJag 2s. 


Abb. 9. 
Cucumis sativum, griin. Die durch die oberste Kurve und die Abszisse eingeschlossene Flaiche 
stellt den Cholin- und Lecithincholingehalt des Keimlings insgesamt dar. 
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Abb. 10. 
Cucumis sativam, etioliert. Die durch die oberste Kurve und die Abszisse eingeschlossene 
Flache stellt den Cholin- und Lecithincholingehalt des Keimlings insgesamt dar. 
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Abb. 11. 


Ricinus communis, griin und etioliert. Die gestrichelten Linien stellen die Verhaltnisse im 

etiolierten, die ausgezogenen im griinen Keimling dar. Die durch die jeweils oberste Linie 

und durch die Abszisse begrenzten Flichen stellen den Cholin- und Lecithincholingehalt der 
Keimlinge insgesamt dar. 
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B- cholin standig zunimmt. Der Verlauf der Gesamtcholinkurve ist der bereits 
o- oben beschriebene charakteristische. 

hr Bei Ricinus communis (Abb. 11) fiihrt zwar auch der etiolierte Keimling 
in mehr Gesamtcholin als der griine, doch ist hier keine Abnahme des Lecithin- 
n- cholins festzustellen, was wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, da8 


die Keimlinge nicht lange genug beobachtet wurden, so daB sich die Ab- 
nahme des Lecithincholins im etiolierten Keimling der Beobachtung entzog, 
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Abb. 12. 
Zea mays, griin. Die durch die oberste Kurve und die Abszisse eingeschlossene Flache 
stellt den Cholin- und Lecithincholingehalt des Keimlings insgesamt dar. 
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Abb. 13. 
Zea mays, etioliert. Die durch die oberste Kurve und die Abszisse eingeschlossene Flache 
stellt den Cholin- und Lecithincholingehalt des Keimlings insgesamt dar. 
zumal hier miachtige, fettreiche Reservestoffdepots vorliegen. Der Verlauf 
der Gesamtcholinkurve ist wieder der charakteristische. Hier wie bei 
allen iibrigen Versuchen zeigt sich, daB der Verlauf der Gesamtcholinkurve 
durch das wasserlésliche Cholin bestimmt wird. 
SchlieBlich gibt Abb. 12 und 13 die Verhaltnisse in griinen und etio- 
lierten Keimlingen von Zea mays. Auch hier fiihrt wieder der etiolierte 
Keimling mehr Gesamtcholin und weniger Lecithincholin als der griine. 
im Die Kotyledonen werden zugunsten des Keimlings an Lecithincholin entleert. 
nie Im etiolierten Keimling nimmt bis-zum 15. Tage die Gesamtmenge an 


her Lecithincholin ab, dann aber wieder zu, und schlieBlich verkleinert sie sich 
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abermals. An wasserléslichem Cholin sind nicht nur die etiolierten Keim- 
linge selbst reicher, sondern auch ihre Kotyledonen fiihren bedeutend mehr 
Cholin als die der griinen Keimlinge. Der Verlauf der Gesamtcholinkurve 
ist wieder der charakteristische. 

Es ergibt sich somit zusammenfassend, dai im Verlauf der Keimung 
bei griinen Keimlingen sowohl das wasserlésliche Cholin wie auch das 
Lecithincholin zunimmt, und zwar sowohl im Keimling selbst wie auch 
in den Kotyledonen bzw. den sonstigen Reservestoffdepots der Samen. 
Etiolierte Keimlinge fiihren mehr wasserlésliches Cholin als griine und 
verlieren in vorgeschrittenen Stadien fast das ganze Lecithin. Ihr 
Gesamtcholingehalt ist gréBer als der griiner Pflanzen. Bei Zea mays 
wird der Kotyledo zugunsten des Keimlings an Lecithincholin aus- 
gesaugt. 

Es findet sich immer um ein Vielfaches mehr freies Cholin, als im 
Lecithin gebunden vorliegt. Es ist anzunehmen, da8 die relativ groBen 
Mengen Cholin, vom fortlaufenden Lecithinzerfall frei werdend, iibrig- 
bleiben. Bei den fetthaltiger Samen wie Ricinus, Cucumis und Pinus 


‘wird man mit der Annahme nicht fehlgehen, daB das neugebildete 


Lecithin {besonders in den Kotyledonen und Endospermen) sein Fett- 
siure-Glyceringeriist direkt aus dem Reservefett itibernimmt. Dafiir 
spricht auch das ganz gegenlaufige Verhalten in den fettarmen Mais- 
keimlingen. Uber die Zusammenhange von freiem und gebundenem 
Cholin untereinander sagen die Versuche bilanzmaBig noch nichts aus. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Zusammenstellung der bisher in der Literatur 
als Cholin enthaltend angegebenen Pflanzen gegeben. 

2. Auf Grund der Abspaltung von Trimethylamin aus dem Cholin 
bei Einwirkung von konzentrierter Lauge kann das Cholin (auch in 
kleinen Mengen) quantitativ bestimmt werden. Die Bestimmung er- 
folgt durch Ermittlung des Gesamtséureverbrauchs und durch kolori- 
metrische Messung des Ammoniaks. Die Differenz kann als Cholin 
gerechnet werden. 

3. Mit der angegebenen Methode wird eine Reihe alkoholischer 
Extrakte aus verschiedenen Organen verschiedener Pflanzen unter- 
sucht. Es ergibt sich ein durchschnittlicher Gehalt an Gesamtcholin 
von 0,01 bis 0,10°, des Frischgewichtes. Eine Ausnahme machen die 
Samen der Leguminosen, die etwa doppelt soviel Cholin enthalten 
als die Samen anderer Pflanzen, wie etwa Cucurbita usw. 

4. Die Bestimmung des Lecithins laBt sich nach demselben Prihzip 
wie die Bestimmung des Cholins durchfiihren. Die Methode wird 
beschrieben und der Cholingehalt verschiedener Lecithinpriparate 
bestimmt. 
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5. Es wird ein Trennungsgang zur Bestimmung des freien Cholins 
neben dem Lecithin ausgearbeitet, wobei festgestellt wird, daB das 
freie Cholin durch Lecithin in Lésungsmittel iiberfiihrt werden kann, 
in denen es sonst unléslich ist. 

6. Es wird eine Reihe von Pflanzen wahrend ihrer Keimung 
auf ihren Gehalt an Gesamtcholin, Lecithincholin und freiem Cholin 
untersucht, wobei sich ergibt, daB etiolierte Keimlinge im  vor- 
geschrittenen Stadium des Etiolements mehr wasserlésliches (freies) 
Cholin und weniger Lecithincholin enthalten als griine Keimlinge, 
da der Gehalt der Keimlinge wie auch der der Kotyledonen an Gesamt- 
cholin, Lecithincholin und besonders an freiem Cholin wahrend der 
Keimung ansteigt und daB die Kotyledonen (bei Zea mays) zugunsten 
der Keimlinge an Lecithincholin beraubt werden kénnen. 
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Uber die biochemische Umwandlung 
des Athylalkohols in Citronensaure durch Schimmelpilze'. 


Von 
T. Chrzaszez, D. Tiukow ¢ und M. Zakomorny. 


(Aus dem Institut fi Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan, mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacja Gorzelnictwa.) 


(Eingeganger, am 18. Mai 1932.) 


In einer der vorhergehenden Arbeiten? haben wir gezeigt, daB die 
citronensaéurebildenden Schimmelpilze die Citronenséure aus Essigséure 
bilden kénnen, wobei eine Reihe von Zwischenprodukten entsteht, 
und zwar Bernsteinséure, Fumarsaéure und |-Apfelsiure. Auf Grund 
dieser Beobachtung haben wir eine Theorie iiber die Bildung der Citronen- 
siure aus Zucker aufgestellt. Wir haben die Ansicht ausgesprochen, 
da8 der Zuckerabbau durch Schimmelpilze in zwei Phasen vor sich 
geht. Die erste Phase geht nach dem klassischen Schema von C. Newberg 
vor sich, nach welchem Zucker iiber Methylglyoxal, Brenztraubensaure, 
Acetaldehyd zu Alkohol und Essigséure abgebaut wird; die zweite 
Phase geht nach unserem Dafiirhalten von Essigsiure iiber Bernstein- 
Fumar-]-Apfelsiure zu Citronensiure. Die Essigsiure bildet also den 
Wendepunkt des Zuckerabbaues durch Schimmelpilze und ist gleich- 
zeitig das eigentliche Material, aus welchem eine ganze Reihe von Sauren 
entsteht. Die Bildung dieser verschiedenen Sauren wiirde also erst nach 
ganzlicher Zerlegung des Zuckermolekiils vor sich gehen. 


Diese wichtige Stellung der Essigsiure beim Zuckerabbau durch 
Schimmelpilze forderte experimentelle Beweise, wie und woraus diese 
Saure hier entsteht. Diese Essigsiurebildung aus dem Acetaldehyd kann 


1 Der Nachweis von Citronensdéurebildung aus Athylalkohol durch 
Schimmelpilze in unserem Laboratorium wurde durch Dr.-Ing. D. Tiukow 
auf der Internationalen Tagung der Botaniker in Warszawa am 27. Juni 1931 
referiert. 

oe Chrzaszcz u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 229, 343, 1930. 
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auf dem Wege der Dismutation stattfinden, wie C. Neuberg gefunden hat?, 
kann aber auch durch direkte Oxydation des Alkohols vor sich gehen, 
wie F. Ehrlich? mittels der Willia anomalis gezeigt hat, welche aus 
Methyl-, Athyl- und Amylalkohol die entsprechenden Sauren, Ameisen-, 
Essig- bzw. Valeriansaure bildete. 

Nach unserer Meinung, indem wir die Entstehung der Citronensaéure 
vom biologischen Standpunkt aus erklaren, ist der Zuckerabbau durch 
Schimmelpilze in seiner ersten Phase analog demjenigen bei der Hefe. 
Daraus folgt, daB im Falle, wenn diese unsere Ansichten richtig sind, 
die Citronenséure auch aus Athylalkohol entstehen miiBte. 


Die Fahigkeit der Schimmelpilze, Citronenséure aus Athylalkohol 
zu bilden, war lange Zeit zweifelhaft. P. Mazé und A. Perrier gaben 
zwar an, daB sie die Citronenséure durch Schimmelpilze aus Alkohol 
erhalten haben*, jedoch konnten die unter denselben Bedingungen 
durch andere Verfasser angestellten Versuche diese Beobachtungen 
nicht bestatigen. Weder Buchner und Wiistenfeld*, noch Herzog und 
Polotzky®, noch C. Wehmer® haben sie erhalten. 

Diese MiBerfolge hatten, wie uns orientierende Versuche gezeigt 
haben, ihre Ursache in einer ungiinstigen Alkoholkonzentration des 
Nahrbodens. Eine starkere Alkoholkonzentration wirkt auf die Ent- 
wicklung der Schimmelpilzsporen hemmend bzw. giftig. Bei schwacher 
Konzentration des Alkohols als einziger Kohlenstoffquelle des Nahr- 
bodens dagegen wurde dieser durch die sich entwickelnden Schimmel- 
pilze verbraucht, so daB danach kein Material zur Bildung und An- 
haufung von Citronensaure iibrigblieb. 

Weitere Untersuchungen iiber die biochemische Umbildung des 
Athylalkohols fiihrten W. S. Butkewitsch und M. W. Fedoroff? aus. Sie 
erhielten als Produkte der Einwirkung von Mucor stolonifer Essig-, 
Bernstein- und Fumarsaéure. Auch K. Bernhauer und H. Siebenduger*® 
konnten, indem sie unsere Resultate der Umwandlung von Essigsaure 
in Citronenséure mit Hilfe von Aspergillus-niger-Stémmen nachpriiften, 
unsere Beobachtung bestatigen und dabei feststellen, daB diese Schimmel- 
pilze imstande sind, diese Séure auch aus Alkohol zu bilden. 


! C. Neuberg u. J. Kerb, diese Zeitschr. 58, 169, 1913; Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 47, 2730, 1914; C. Neuberg u. Joh. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 
175, 1919; 100, 304, 1919; 105, 307, 1920. 

2 F. Ehrlich, diese Zeitschr. 36, 477, 1911. 

3 P, Mazé u. A. Perrier, C. r. 189, 311, 1904. 

* Buchner u. Wiistenfeld, diese Zeitschr. 17, 395, 1909. 

5 Herzog u. Polotzky, H. 59, 125, 1909. 

C. Wehmer, Chem.-Ztg. 37, 1393, 1913. 
W.S. Butkewitsch u. M. W. Fedoroff, diese Zeitschr. 219, 103, 1930. 
K. Bernhauer u. H. Siebenduger, ebendaselbst 240, 232, 1931. 


-~ 3 @ 





4 
¥ 
ua 


a a i a lt hi a EE i 


aamEIRRE Neem 





poet 





at aA 


io 








256 T. Chrzaszez, D. Tiukow + u. M. Zakomorny: 


In den vorliegenden Untersuchungen handelt es sich jedoch nicht 
nur darum, ob die Citronensiure anhiufenden Schimmelpilze diese aus 
Alkohol zu bilden vermégen. Die Feststellung dieser Tatsache, obwohl 
von Bedeutung, lést noch nicht die Fragen, die hier vorliegen. Wenn 
der Zuckerabbau durch Schimmelpilze so, wie wir angeben, also in zwei 
Phasen vor sich geht, zuerst bis zur Bildung der Essigsiure und weiter 
von der Essigséure bis zur Citronenséure, so miiBte nicht nur Citronen- 
siure aus Athylalkohol entstehen, sondern auch gleichzeitig diejenigen 
Zwischenprodukte, welche wir bei Zuckerabbau bzw. Essigséure- 
umwandlung durch Schimmelpilze gefunden haben. 


Die Feststellung dieser Tatsache wird eine Stiitze und Begriindung 
unserer diesbeziiglichen Theorie sein und gleichzeitig eine weitere 
Bestatigung dafiir, daB der Zuckerabbau durch Schimmelpilze bis zur 
Essigsaure so verlauft wie bei der Hefe, gemaB der Theorie C. Neubergs. 


Zur Lésung der oben gestellten Fragen haben wir in unseren Unter- 
suchungen fiinf Penicilliumarten verwendet, von denen drei Saure- 
anhaufer waren: Penicillium ,,X‘‘, P. Johannioli, P. citreo-nigrum, 
und zwei Starkebildner: P. Chrzaszczi und P. aurifluum. 


Experimentelles. 


Ebenso wie in den friiheren Untersuchungen gaben wir bei jedem 
Versuch in fiinf Erlenmeyer-Kolben von 750 ccm Inhalt je 100 cem 
siBer Bierwiirze, in die nach Sterilisierung der Schimmelpilz durch 
Sporenaussaat geimpft wurde!. 


Nach guter Entwicklung des Pilzes, was 8 bis 12 Tage bei etwa 
28°C dauerte, wurde die Fliissigkeit unter sterilen Bedingungen fort- 
pipettiert und die Pilzdecke einige Male mit sterilisiertem Wasser ab- 
gewaschen. Darauf wurden in die fiinf Kolben 700 ccm sterilisierten 
destillierten Wassers zugesetzt, zu welchem dann 50 ccm 96° iger 
Athylalkohol und 20g Ca-Carbonat, sterilisiert bei 170°C, zugefiigt 
wurden. In jedem Kolben waren etwa 150 ccm dieser Fliissigkeit. 
Die Schimmelpilze wurden bei 28°C wahrend einer Reihe von Tagen 
gehalten. 

Die Alkohollésung wurde spater auf die Sauren untersucht, die bei 
dem Zuckerabbau bzw. der Essigsiureumwandlung durch Schimmel- 
pilze festgestellt wurden?. Da wir es fiir wichtig hielten, ganz genau die 
Anwesenheit der Essig- und Oxalsiure festzustellen, haben wir zwei 
Methoden angewandt, und zwar bei P. Johannioli und P. Chrzaszczi 


1 T. Chrzaszcz u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 229, 343, 1930. 
2 Dieselben, ebendaselbst 204, 106, 1929; 222, 243, 1930; 229, 343, 1930; 
242, 137, 1931; Roczniki Nauk Roln. i Lesnych 26, 71, 1931. 
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diejenige, nach welcher die Essigsiure leicht und genau zu bestimmen 
war, und bei den drei iibrigen Pilzarten die andere, die uns eine genaue 
Feststellung der Oxalsiure ermdéglichte. 


1. Versuch mit Penicillium Johannioli. 


Der Schimmelpilz wurde 18 Tage lang in der Alkohollésung ge- 
halten. Darauf wurde jeder Kolben auf dem Wasserbad angewarmt, 
die Fliissigkeit vom Niederschlag und Pilz abfiltriert und dieser gut mit 
heiBem Wasser ausgewaschen. Man erhielt auf diese Weise die 
Lésung ,,A“*. Der in dem Kolben und auf dem Filter gebliebene Nieder- 
schlag, der Ca-Carbonat und in Wasser unlésliche Kalksalze der ge- 
bildeten organischen Saéuren enthielt, wurde in verdiinnter Schwefel- 
siure gelést. Die so erhaltene Lésung ,,B’‘ wurde von dem entstandenen 
Calciumsulfat-niederschlag abfiltriert. Ebenfalls wurde die Pilzdecke 
gut ausgewaschen, die nach dem Trocknen 4,7 g wog. 


Die Lésung ,,A“‘, welche neutrale Reaktion zeigte, wurde auf dem 
Wasserbad auf ein kleines Volumen eingeengt. Wahrend des Ein- 
dampfens wurde die anfangs klare Fliissigkeit nach und nach triibe 
und schied einen kraftigen Niederschlag aus, der eine deutliche Dénigés- 
Reaktion auf Citronenséure gab. Der abfiltrierte und durch mehrmalige 
Umkristallisation gereinigte Niederschlag wurde bei 130 bis 135°C 
getrocknet und wog 0,8476 g, was 0,6534 g Citronensiure entspricht. 
Es wurde in diesem Salz die Kalkmenge bestimmt: 0,0828 g Substanz 
gaben 0,0675 g CaSQ,, was 33,58°, CaO entspricht, berechnet wurden 
fiir (C,H,O-,),Ca, 33,74°%, CaO. Diese Daten zeigten, daB die unter- 
suchte Substanz Ca-Citrat war. 

Die Mutterlauge des Ca-Citrats wurde stark eingeengt, wobei eine 
geringe Menge Niederschlag sich ausschied. Der abfiltrierte Nieder- 
schlag gab die Dénigés-Reaktion avf Citronensiure; wegen zu kleiner 
Menge wurde sie jedoch nicht weiter identifiziert. 


Das erhaltene Filtrat wurde weiter mit Schwefelséure bis zu starker 
Saurereaktion angesiuert und mit Wasserdampf destilliert. Dieses 
Destillat wies den charakteristischen Geruch nach Essigsiure auf und 
reduzierte nicht ammoniakalische Silbernitratlésung, enthielt also 
keine Ameisensaure. 


Zur Neutralisierung dieses Destillats verbrauchte man 97,40 ccm 
n/10 Ba (OH), was 0,5847 g Essigsiure entspricht. Die Lésung wurde 
nach Neutralisierung mit Barytlauge vollstandig eingedampft und in 
der Trockensubstanz BaO bestimmt, mit folgendem Ergebnis: 0,3452 g 
Substanz gaben 0,3218 g BaSO,, was 61,24 °% BaO entspricht, berechnet 
wurden fiir (CH,COO),Ba 60,05°%, BaO. Die erhaltenen Resultate 
zeigen, daB die untersuchte Substanz hauptsichlich Bariumacetat 
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enthielt. Der etwas héhere Prozentgehalt an BaO weist darauf hin, 
daB diese Substanz noch eine andere fliichtige Séure enthalt. 

Die Lésung ,,B** (die in Wasser unléslichen Calciumsalze), zu welcher 
der Rest der Fliissigkeit nach dem Abdampfen der Essigsiure hinzu- 
gesetzt war, wurde mit Ammoniak neutralisiert, auf dem Wasserbad 
auf ein kleines Volumen eingeengt und nach Ansdéuerung mit Schwefel- 
siure langere Zeit mit Ather extrahiert. Nach dem Verjagen des Athers 
und Trocknen des Riickstandes im Exsikkator erhielt man 0,2026 g 
einer kristallinischen Masse. Diese Substanz gab eine negative Dénigés- 
Reaktion auf Apfelsiure. Sie entfarbte Kaliumpermanganatlésung 
schon in der Kalte und wurde als Fumarsaure identifiziert. 

Diese Substanz wurde in einer gréBeren Wassermenge gelést und 
nach Zusatz von Schwefelsaure mit Permanganatlésung warm titriert. 
Hierbei wurden 84,6ccm KMn0O,-Lésung verbraucht (1 cem_ Per- 
manganatlésung enthielt 0,00345 g KMnQ,), was 


(84,6 . 0,003 45) . 116,03 
316,06 





= 0,1071 g Fumarsaure 


entspricht. 

Nach dem Titrieren mit KMnQO, wurde die Lésung mit Ammoniak 
neutralisiert, eingeengt und nach dem Ansiauern mit Schwefelsiure 
wiederum mit Ather langere Zeit extrahiert. Nach dem Abdampfen 
des Athers und Trocknen des Riickstandes im Exsikkator erhielt man 
0,0415 g einer kristallinischen Masse, welche die charakteristische 
Reaktion auf Glykolsiure aufwies. Dieselbe war sehr leicht in 
Wasser, Alkohol und Ather léslich und ergab deutliche Dénigés- 
Reaktion mit Codeinlésung auf Glykolsiure. Die Kristalle schmolzen 
bei 82°C. Nach Auflésung in Wasser und wiederholter Extraktion 
mit Ather bildete sich eine kleine Menge von Kristallen, die bei 79,5° C 
schmolzen. 

Diese Resultate beweisen, daB die untersuchte Substanz Glykol- 
siure war. Apfelsiure wurde in dieser Probe nicht gefunden. 

Obige Untersuchungen zeigen, dais Penicillium Johannioli aus 
Athylalkohol Essig-, Fumar-, Citronen- und Glykolsaure bildet. 


2. Versuch mit Penicillium Chrzaszezi. 


Dieser Versuch wurde gleich dem ersten durchgefiihrt, wobei die 
entwickelte Schimmelpilzdecke in der Athylalkohollésung wahrend 
18 Tagen blieb. 

Ebenso wie im vorigen Versuch erhielt man das Filtrat ,, A“ (Haupt- 
lésung) und das Filtrat ,,B‘* (die in Wasser unléslichen Calciumsalze 
der gebildeten Sauren, die in verdiinnter Schwefelsiure gelést wurden). 
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Das Gewicht der ausgewaschenen und getrockneten Schimmelpilz- 
decke betrug 3,2 g. 

Beim Eindampfen des Filtrats ,,A‘‘ auf ein kleines Volumen schied 
sich ein kristallinischer Niederschlag aus, der nach dem Umkristalli- 
sieren 0,1247 g wog. Dieser Niederschlag erwies sich als Ca-Citrat mit 
einem Gehalt von 0,0961 g Citronensaure. 

Die Mutterlauge vom Ca-Citrat wurde mit Schwefelsiure an- 
gesiuert und mit Wasserdampf destilliert. Zur Neutralisierung des 
erhaltenen Destillats, das den charakteristischen Geruch nach Essig- 
siure aufwies, wurden 11,25ccm n/10 Ba(OH), verbraucht, was 
0,0675 g Essigsiure entspricht. Ameisensiure wurde nicht gefunden. 

Die Lésung ,,B**, zu welcher der Rest der Fliissigkeit nach dem 
Ubertreiben der Essigsiure hinzugesetzt war, wurde mit Ammoniak 
neutralisiert, auf ein \kleines Volumen eingedampft und nach dem An- 
siuern mit Schwefelsiure mit Ather extrahiert. Nach dem Verdampfen 
des Athers und Trocknen des Riickstandes im Exsikkator erhielt man 
0,1452 g einer kristallinischen Masse, welche vollkommen die Eigen- 
schaften der Fumarséure aufwies. Die Substanz war schwer léslich 
in Wasser, verhaltnismaBig leicht in Athylalkohol. Nach dem Umkristalli- 
sieren aus gréBerer Wassermenge erhielt man Kristalle in Form von 
breiten Plattchen, deren Schmelzpunkt bei 287° C lag. 

Zur Neutralisierung von 0,0453g dieser Substanz verbrauchte 
man 7,65 ccm n/10 NaOH, fiir C,H,O, wurden 7,80 cem n/10 NaOH 
berechnet. 

In einer zweiten Probe wurden zur Neutralisierung von 0,0721 g 
Substanz 12,45cem n/l0 NaOH verwendet, berechnet wurden fiir 
C,H,O, 12,42ccem n/l0 NaOH. Die erhaltenen Resultate zeigen, 
daB die untersuchte Substanz Fumarsaure war. 

Obige Untersuchungen beweisen, da®B Penicillium Chrzaszczi 
aus Alkohol Essig-, Fumar- und Citronensaure bildet. 


3. Versuch mit Penicillium ,,X** 


Der Schimmelpilz wirkte in der Athylalkohollésung wahrend 
22 Tagen. 

Nach Anwarmen des Kolbens auf dem Wasserbad wurde die Fliissig- 
keit warm filtriert und vom Niederschlag und der Schimmelpilzdecke 
getrennt, welche mit warmem Wasser gut ausgespiilt wurde. So erhielt 
man die Lésung ,,A“. Der in dem Kolben und auf dem Filter ver- 
bleibende Niederschlag wurde in 10°,iger Salzsiure gelést und vom 
Schimmelpilz abfiltriert. So erhielt man das Filtrat ,,B*. 

Die sorgfailtig ausgewaschene und getrocknete Schimmelpilzdecke 
wog 5,7 g. 
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Nach Eindampfen der Lésung ,,A‘‘ auf dem Wasserbad schied 
sich eine kristallinische Masse aus, die deutliche Dénigés-Reaktion auf 
Citronensaure gab. Nach dem Umbkristallisieren und Trocknen bei 
130 bis 135° C erhielt man 0,1124 g Substanz, was 0,0866 g Citronensaure 
entspricht. Die CaQO-Bestimmung bestatigte, daB die untersuchte 
Substanz Ca-Citrat war. 

0,0671 g Substanz gaben 0,0544 g CaSO,, was 33,41°% CaO ent- 
spricht, berechnet wurde fiir (CgH,;O,),Ca, 33,74%, CaO. 

Die Mutterlauge vom Ca-Citrat wurde mittels Knochenkohle 
entfarbt, mit Alkohol versetzt und in den Eisschrank zur Kristalli- 
sation gestellt. Am nachsten Tage fand man eine kleine Menge Kristalle, 
die deutliche Dénigés-Reaktion auf Citronensiure gaben. Diese Sub- 
stanz wurde wegen zu kleiner Menge nicht weiter identifiziert. 

Eine Probe des Filtrats, mit Schwefelsaure angesauert und erwarmt, 
zeigte deutlich den charakteristischen Geruch nach Essigsaure. 

Die Lésung ,,B* wurde kalt mit Ammoniak neutralisiert. Es 
zeigte sich hierbei kein Niederschlag, was auf Abwesenheit von Oxal- 
siure hinweist. 

Nach Zusatz eines Tropfens Salzsiure wurde die Fliissigkeit bis 
zur Sirupkonsistenz eingeengt, nach dem Abkiihlen schied sich eine 
kristallinische Masse aus. Beim Hinzufiigen von Alkohol erschien 
ein weiBer Niederschlag. Der gewaschene und getrocknete Niederschlag 
mit einem Gewicht von 1,2544 g, zeigte eine schwache Dénigés-Reaktion 
auf Citronensaure. Die Substanz war in Wasser leicht léslich, unléslich 
in Alkohol und in Ather; mit Schwefelséure angesiuert entfarbte sie 
KMn0, weder kalt noch warm. Die Zusammensetzung des Gemisches 
konnten wir nicht naher identifizieren. 

Die Mutterlauge von diesem Niederschlag, zusammen mit dem 
‘Rest der Lésung ,,A“, wurde mit Pb-Acetatlésung versetzt, wodurch 
sich ein kraftiger Niederschlag ausschied. Am nachsten Tage wurde der 
Niederschlag abfiltriert, mit destilliertem Wasser gewaschen, von dem 
Filter in einen Kolben gespiilt und Wasser bis zu 700 ccm hinzugesetzt. 
Die Fliissigkeit mit dem Niederschlag wurde mit Schwefelwasserstoff 
behandelt. Das ausgeschiedene Bleisulfid wurde abfiltriert und das 
klare Filtrat auf dem Wasserbad eingeengt. Wahrend des Eindampfens 
schieden sich weiBe Kristallplattchen aus. Zur Erhéhung der Ausbeute 
stellte man die Flissigkeit in den Eisschrank. Am niachsten Tage 
wurden die Kristalle abfiltriert; nach dem Umkristallisieren erwiesen 
sie sich als Fumarséure. Das Gewicht der getrockneten Substanz 
betrug 0,3435 g. 

Die Substanz war in kaltem Wasser schwer léslich, verhaltnismaBig 
leicht in Alkohol und Ather. Beim Erhitzen verfliichtigte sie sich, 
ohne zu schmelzen. Im geschlossenen Kapillarréhrchen zeigte sie einen 
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Schmelzpunkt von 287,5°C. Zur Neutralisierung von 0,1746g der 
Substanz wurden verbraucht 29,90 ccm n/10 NaOH, berechnet wurden 
fir CjH,O, 30,09 cem n/10 NaOH. 

In der zweiten Probe verbrauchte man zur Neutralisierung von 
0,1243 g der Substanz 21,40 cem n/10 NaOH, berechnet wurden fiir 
C,H,O, 21,42 cem n/10 NaOH. Diese Daten zeigen, daB die gepriifte 
Substanz Fumarsaéure war. 

Die Mutterlauge der Fumarséure wurde bis zur Sirupkonsistenz 
eingeengt. Nach Abkiihlung der sirupésen Masse zeigten sich wenige 
weiBe Kristalle. Diese Kristalle wurden mehrmals heif gelést und 
wieder durch Abkiihlung ausgeschieden. Die Kristalle erwiesen sich 
als Fumarsaure. ‘ 

Nach weiterem Einda npfen der sirupésen Fliissigkeit schied sich 
eine Kristallmasse aus, die zur Hauptsache Apfelsiure war ((),2837 g). 
Der Schmelzpunkt lag bei etwa 106°C. Sie war leicht in Wasser und 
Alkohol léslich. Thre Lésung gab mit Eisenchlorid eine intensiv gelbe 
Farbung. 

0,1423 g Substanz, in 20 ccm Wasser gelést und mit 5ccm ge- 
sittigter Uranylacetatlésung versetzt, zeigte eine Drehung «7; = — 1,95". 

Obige Resultate zeigen, daB diese Substanz |-Apfelsiure enthielt. 

Aus dem Filtrat wurden die Pb-Salze abgeschieden: dann wurde es 
mit Schwefelwasserstoff behandelt und die Fliissigkeit nach Abfiltrierung 
des Pb-Sulfids véllig abgedampft. Das Gewicht der bei 95 bis 100° C 
getrockneten Substanz betrug 1,1887g. Diese Substanz war das 
Gemenge einer Reihe von Saéuren, die wir nicht voneinander trennen 
konnten, um einzelne reine Substanzen zu gewinnen; dagegen konnten 
wir folgende charakteristische Reaktionen feststellen: 


1. Die Substanz, in Wasser aufgelést und mit oxalsaurem Ammo- 
nium versetzt, schied einen Niederschlag von Ca-Oxalat aus, was darauf 
hinweist, daB sie Kalksalze der léslichen organischen Sauren enthielt. 

2. Auf Bernsteinsiure untersucht, zeigte sie eine deutliche Pyrrol- 
reaktion nach Neuberg'. 

3. Ebenfalls zeigte sie eine deutliche Dénigés-Reaktion auf Citronen- 
siure und Glykolsaure. 

4. Mit Eisenchlorid versetzt, gab sie intensivgelbe Farbe, was auf 
Anwesenheit von Oxyséuren hinweist. 

Die Untersuchungen mit Penicillium ,,X‘‘ ergeben, daB es aus 
Alkohol Essig-, Fumar-, 1-Apfelsiure und Citronensiure und héchst- 
wahbrscheinlich Bernstein- und Glykolsiure, wie auch andere nicht 
niher charakterisierte Séuren bildet. 


1 ©. Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 574, 1900. 
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4. Versuch mit Penicillium citreo-nigrum. 


Die Untersuchung wurde gleich den anderen durchgefiihrt, 
indem der Schimmelpilz wahrend 18 Tagen auf die Alkohollésung 
einwirkte. 

Ahnlich wie beim vorhergehenden Versuch erhielt man die Lé- 
sung ,,A‘‘, von welcher der Niederschlag und die Schimmelpilzdecke 
abfiltriert wurden, und die Lésung ,,B‘‘ durch Auflésung des Kalk- 
salzniederschlages in 10°,iger Salzsaure. 

Die gewaschene und getrocknete Pilzdecke wog 3,9 g. 

Nach Eindampfen der Lésung ,,A“ schied sich ein kristallinischer 
Niederschlag aus, der sich als Ca-Citrat erwies. Man erhielt 0,2799 g 
was (,2103 g Citronensdure entspricht; diese wurde ebenso wie in der 
oben erwahnten Probe identifiziert. 

Die Mutterlauge vom Ca-Citrat, mittels Knochenkohle entfarbt, 
wurde auf ein kleines Volumen eingedampft und zur Kristallisation 
in den Eisschrank gestellt. Am nachsten Tage zeigte sich auf dem Boden 
des Becherglases ein gelber Niederschlag, der sich leicht in Ather léste. 
Nach dem Abdampfen des Athers verblieb eine kleine Menge fett- 
ahnlicher Substanz, die bei etwa 22° C schmolz und auf Papier deutliche 
Fettflecke hinterlieB. Wegen zu kleiner Menge konnte man diese Sub- 
stanz nicht identifizieren. 

Das Filtrat, im Reagensglas mit Schwefelsiure und Athylalkohol 
erwarmt, gab deutlich den charakteristischen Geruch nach Essigester. 

Die Lésung ,,B“ wurde kalt mit Ammoniak neutralisiert. Es 
zeigte sich hierbei kein Niederschlag, was die Abwesenheit der Oxalsaure 
beweist. 

Nach Zusatz von einem Tropfen Salzsiure wurde die Fliissigkeit 
‘eingedampft, mit Alkohol versetzt und zum Kristallisieren gestellt. 
Nach einigen Tagen schied sich ein schwacher Niederschlag aus, der 
deutliche Dénigés-Reaktion auf Citronensaéure gab. 

Die Mutterlauge der Citronenséure wurde mit dem Rest der Lé- 
sung ,,A‘° nach Ausscheiden des Ca-Citrats vermengt und mit Pb- 
Acetatlésung versetzt, was einen kraftigen Niederschlag gab. Diesen 
Niederschlag spiilte man mit 500 ccm destillierten Wassers in einen 
Kolben; nach Zusatz von 200 ccm 2° iger Essigsiure hielt man langere 
Zeit auf dem Wasserbad bei 70°C. Darauf wurde der unlésliche Teil 
abfiltriert und das Filtrat heiB mit Schwefelwasserstoff behandelt. 
Nach Abfiltrierung des Pb-Sulfids wurde die Fliissigkeit zu einer 
sirupésen Masse eingedampft, die nach Abkihlung eine harte kristalli- 
nische Substanz ausschied. Diese léste sich leicht in Wasser und 
Alkohol und zeigte mit Eisenchlorid eine intensiv gelbe Farbung. Mit 
Mercuriacetat und KMnO, versetzt, gab sie eine deutliche Dénigés- 
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Reaktion auf Apfelsiure. Das Gewicht der Substanz betrug 0.4258 g. 
0,2584 g Substanz wurden in 20 com Wasser gelést, mit 5 ccm gesittigter 
Uranylacetatlésung versetzt und polarisiert: «7; = — 1,37°. 

Diese Resultate weisen darauf hin, daB diese Substanz haupt- 
sichlich aus 1-Apfelsiure besteht. 

Der andere Teil der Pb-Salze, die sich in verdiinnter Essigsiure 
nicht lésten, wurde in einen Kolben gespiilt, mit 700 ccm destilliertem 
Wasser vermischt und hei mit Schwefelwasserstoff behandelt. Nach 
dem Abfiltrieren des Pb-Sulfids wurde die Fliissigkeit vollstandig 
abgedampft; man erhielt 0,6255 g Trockensubstanz. Diese Substanz 
gab eine schwache Dénigés-Reaktion auf Apfelsiure, dagegen keine 
deutliche Reaktion auf die anderen untersuchten Séuren. Auch diese 
Substanz konnte man nicht weiter identifizieren. 

Obige Untersuchungen zeigen, da8 Penicillium citreo-nigrum aus 
Alkohol Essig-l-Apfelsiure und Citronensiure und mindestens zwei 
andere, nicht weiter identifizierte Sauren bildete. 


5. Versuch mit Penicillium aurifluum. 


Der untersuchte Schimmelpilz wirkte auf Alkohol bei den vorher 
erwahnten Bedingungen 18 Tage lang. 

Ebenso wie im Versuch 3 erhielt man die Lésung ,,A“ und ,,B* 
und die ausgewaschene Pilzdecke, die getrocknet 2,8 g wog. Das 
Filtrat ,,A‘‘, behandelt wie in den anderen Proben, schied eine kleine 
Menge Ca-Citrat aus, was nur durch deutliche Dénigés-Reaktion auf 
Citronensaure festgestellt wurde. Die weitere Identifizierung war wegen 
der zu kleinen Menge des Niederschlags unmédglich. 

Das Filtrat vom Ca-Citrat gab eine deutliche Reaktion auf Essig- 
saure. 

Nach Neutralisierung der Lésung ,,B‘‘ mit Ammoniak schied sich 
ein Niederschlag aus, in dem nach griindlichem Auswaschen und 
Trocknen CaO bestimmt wurde. Das Gewicht des im Exsikkator 
getrockneten Niederschlages betrug 0,1498 g. 0,1174g Substanz gaben 
0,1243 g CaSO,, was 43,69°% CaO entspricht, berechnet wurden fir 
C,0,Ca.H,O 43,78% CaO. Die Substanz entfairbte, in verdiinnter 
Schwefelsiure gelést, leicht Permanganatlésung. 

Die untersuchte Substanz war also Ca-Oxalat. 

Das Filtrat vom Ca-Oxalat, vermischt mit dem Rest der Lésung,,A*’, 
wurde mit Pb-Acetat versetzt, worauf man einen schwachen Nieder- 
schlag erhielt, der mit Schwefelwasserstoff behandelt wurde. Nach dem 
Abfiltrieren des Pb-Sulfids und Eindampfen des Filtrats entstand 
ein schwacher Niederschlag von gelber Farbung, welcher mit Mercuri- 
acetat und KMn0O, positive Dénigés-Reaktion auf Apfelsiure gab. 
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Penicillium aurifluum erzeugte also aus Athylalkohol Essig-, 
Citronen-, Oxalsaéure und wahrscheinlich |-Apfelsdure. 


Die erhaltenen Resultate der Einwirkung der Schimmelpilze auf 
Athylalkohol zeigt vorstehende Tabelle. 


Diskussion. 


In den durchgefiihrten Untersuchungen, deren Resultate in der 
Tabelle zusammengestellt sind, sehen wir, daB alle fiinf Schimmelpilze 
aus Athylalkohol Citronensaure bilden. Ebenfalls finden wir als standiges 
Produkt bei diesen Schimmelpiizen Essigsiure. Von anderen Produkten 
wurde bei drei Schimmelpilzen Fumarsiure und ebenfalls bei drei 
Pilzen 1-Apfelsiure festgestellt; bei zwei Schimmelpilzen Glykolsaure 
und in je einem Versuch Bernsteinsiure, Oxalsiure und eine Sub- 
stanz von fettartigen Eigenschaften. AuBerdem wurde noch die 
Gegenwart weiterer Siuren nachgewiesen, deren Identifizierung nicht 
gelang. 

Aus Obigem geht hervor, daB die Schimmelpilze aus Alkohol die 
gleichen Produkte bilden, welche wir beim Zuckerabbau bzw. bei der 
Essigsiureumwandlung durch Schimmelpilze gefunden haben. Damit 
wurden unsere Ansichten bestatigt, daB, wenn die Schimmelpilze beim 
Zuckerabbau analoge Produkte bilden wie bei der Essigsiureumwandlung, 
auch der Athylalkohol einer gleichen Umwandlung unterliegen und in- 
folge der Einwirkung derselben Schimmelpilzen ahnliche Produkte 
bilden muB. Sowohl in dieser Feststellung der gleichen Produkte in 
allen diesen Prozessen, wie auch in der Bildung von Essig- und Citronen- 
siure aus Alkohol durch alle untersuchten Schimmelpilze, ferner in 
der Bestaétigung durch Bernhauer, daB die Aspergillus-niger-Stamme 
Citronenséure aus Essigsiure bilden, sehen wir eine weitere Begriindung 
unserer Theorie iiber die Entstehung der Citronenséiure aus Zucker 
iiber Athylalkohol, Essig-, Bernstein-, Fumar-, Apfelsiure, wie auch 
eine Begriindung der Ansicht, daB diese Sauren beim Zuckerabbau 
durch Schimmelpilze erst nach Zerlegung des Zuckermolekils entstehen, 
und daB der Weg dieses Zuckerabbaues zur Essigsiure analog dem bei 
der Hefe verliuft, gemaB der Neubergschen Theorie. 

Weiter sehen wir, daB die Menge und Anzahl der Produkte, die aus 
Alkohol entstehen, individuell fiir die Schimmelpilze ist. Diejenigen 
Schimmelpilze, welche auf dem Zuckernéhrboden eine gréBere Menge 
von Sauren bilden und anhaufen, also die Siureanhaufertypen, erzeugen 
auch zahlreichere Arten und gréBere Mengen von Sauren aus Athyl- 
alkohol. Die Starkebildnertypen dagegen, die sich auch durch geringere 
Saéureanhéufung im Zuckernahrboden auszeichnen, erzeugen auch aus 
Alkohol weniger Sauren. 
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DaB bei einem der Schimmelpilze eine Substanz fettartigen Cha- 
rakters festgestellt wurde, ist nichts Besonderes, denn wir haben schon 
ahnliche Substanzen bei einer Reihe von auf Zuckernahrbéden ge- 
ziichteten Schimmelpilzen gefunden!. Dagegen ist besonders beachtens- 
wert, daB die Schimmelpilze Glykol- bzw. Oxalsaéure aus Alkohol bilden. 

Die Oxalsiure haben wir nur in einem Versuch festgestellt, und 
zwar bei dem Starkebildner Penicillium aurifluum. Dieser Schimmel- 
pilz haufte iiberhaupt nur geringe Saiuremengen an und von diesen in 
gréBerer Menge nur Oxalsaure. 

Die untersuchten Schimmelpilze, in Zuckerminerallésung geziichtet, 
bildeten keine Oxalsiure, dagegen bildete Penicillium ,,X“‘ in Gegenwart 
von K-Ionen diese Saéure aus Essigsiure, was jedoch in Gegenwart 
von anderen Kationen nicht stattfand?. Bernhauer erhielt mit Asper- 
gillus niger-Stémmen Oxalsiure aus Essigsiure, jedoch muB dabei 
beriicksichtigt werden, daB die meisten Aspergillusarten die Neigung 
haben, Oxalséure zu bilden. Wie wir schon gezeigt haben, ist die Fahig- 
keit, Oxalsiure zu bilden, von der Menge und Art der Stickstoffsub- 
stanzen in der Nahrlésung abhangig*. In diesem Falle kann aber der 
EinfluB der Stickstoffverbindungen ohne Belang sein, da diese zu der 
Nahrlésung nicht zugesetzt waren. Bei der Fahigkeit, Oxalsiure zu 
bilden, muB neben dem Einflu8 sowohl der chemischen Substanzen, 
wie auch der individuellen Eigenschaften der Schimmelpilze auch der 
Stand ihres physiologischen Apparates beriicksichtigt werden. Die 
Oxalsaure ist zweifellos eine Energiequelle, jedoch kann man in ihrer 
Anhaufung gerade eine Abschwachung der Lebensenergie sehen. Peni- 
cillium aurifluum bildete iiberhaupt nur eine geringe Menge Sauren, 
besonders Citronenséure. Die Bildung von Oxalsiure aus Alkohol 
durch diesen Schimmelpilz und ihre sogar verhaltnismaBig groBe An- 
haufung zeigt, unserer Ansicht nach, eine schwache Lebensenergie 
dieses Schimmelpilzes und in weiterer Folge auch seine geringe 
Fahigkeit, Alkohol umzuwandeln. 

Besonders interessant ist die Bildung von Glykolséure aus Alkohol 
durch Schimmelpilze. Diese Saure findet man oft bei verschiedenen 
biologischen Prozessen, wenn auch verhaltnismaBig selten bei Schimmel- 
pilzen. 


G. Embden, H. Salomon und Fr. Schmidt* sprechen bei der Untersuchung 
des Séureabbaues im tierischen Kérper die Ansicht aus, daB die vom Fett- 


' T. Chrzaszcz u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 204, 106, 1929. 

21. 

3 T. Chrzaszcz u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 218, 73, 1930; 242, 
137, 1931. 

4G. Embden, H. Salomon u. Fr. Schmidt, Beitr. z. chrom. Physiol. u. 
Pathol. 8, 145, 1906. 
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siuremolekiil abgespaltenen Sauren mit zwei Kohlenstoffatomen Glykol- 
siure und Glyoxalséure sein kénnen. Diese Ansicht wurde spater experi- 
mentell durch K. Honjio bestatigt!. 2. Sieburg und K. Vietense* weisen 
auf die groBe Bedeutung der Glykolséure in biochemischen Prozessen hin, 
wobei diese der wichtigste Baustein fiir den Aufbau der Pflanzensaiuren 
sein soll. Die Glykolsaéure 1aBt sich nun weiter abbauen und durch Oxydation 
mittels Wasserstoffsuperoxyds zu Glyoxalsiure, Oxalséure und Kohlensaure 
umwandeln. E. Baur* erhielt durch Kondensation der Glykolsiure Apfel- 
und Citronensiure. H.A.Spoehr* fand bei der Photolyse der Apfelsdiure 
Glykolséure neben Essigséure, Oxalsiure und anderen Sauren. Dieser 
Verfasser ist der Ansicht, daB Glykolsiure, Glyoxalsiure und Apfelsaéure 
in einfacher genetischer Beziehung zur Oxalsaéure stehen. FR. Cambier und 
E. Aubel® erhielten Glykolsiure neben Essigséure durch Einwirkung des 
Bac. proteus vulg. auf Brenztraubensaéure. Glykolsiure ist in Schimmel- 
pilzkulturen 6fters in kleinen Mengen festgestellt; gréBere Quantitéten 
wurden von F. Ehrlich und F. Lange® durch Zersetzung der Betaine durch 
die Kahmhefe Willia anomaiis und Schimmelpilze festgestellt. Ausfiihr- 
liche Untersuchungen iiber diese Sauren haben 7’. Walker, V. Subramaniam 
und F. Challenger mit Hilfe von Aspergillus niger durchgefiihrt’. Die 
Verfasser stellten die Bildung von Glykolsaure aus Ca-Acetat neben Glyoxal- 
saure und Oxalsaure fest, fanden ferner bei der Verarbeitung von glykol- 
saurem Ca durch die Schimmelpilze Glyoxalséure, bei der Verarbeitung 
von glykolsaurem Ammoniak dagegen Oxalsaéure. 

Daraus ersieht man, daB Glykolsiure neben Essigsiure, Glyoxal- 
siure und Oxalsaiure, aber auch neben Apfelsiure und Citronensadure 
vorkommt. In unseren Untersuchungen finden wir die Glykolsiure 
neben der Apfel- und Citronensiure bei denjenigen Schimmelpilzen, 
die zu den energischen Saéureanhiufern gehéren; gleichzeitig haben 
wir dabei weder Glyoxal- noch Oxalsiure gefunden. Diese Feststellung, 
wie auch die Bildung von Citronenséure aus glykolsaurem Na bei 
Bernhauer erlauben uns, diese Tatsachen so zu erkliren, daB der physio- 
logische Apparat dieser Schimmelpilze imstande ist, Citronensiure 
auch aus Alkohol tiber Essig- und Glykolséiure sowie Apfelsiure zu 
bilden, indem ein Molekil Essigséure und ein Molekil Glykolséure 
durch Dehydrierung in Apfelséure iibergeht 


(CH,;COOH) (—H) CH, COOH 
+0= | + H,0, 
(CH, OHCOOH) (—H) CHOHCOOH 


und diese mit einem Molekiil Essigsiure zu Citronensaure. 


' K. Honjio, diese Zeitschr. 61, 292, 1914. 

2 E. Sieburg u. K. Vietense, Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 207, 1919. 

3’ E. Baur, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 852, 1913. 

4 H. A. Spoehr, diese Zeitschr. 57, 95, 1913. 

5 R. Cambier u. E. Aubel, C. r. 175, 71, 1922. 

6 F. Ehrlich u. F. Lange, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 2746, 1913; 
Zeitschr. d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 1914, 8S. 158— 171. 

7 T. Walker, V. Subramaniam u. F. Challenger, J. Chem. Soc. 1927, 


S. 200 und 3044. 
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Die Untersuchungen von Walker, Subramaniam und Challenger 
zeigen den Weg, wie sich die Oxalsiure aus Zucker iiber Essigsiure 
bildet. Unsere Untersuchungen, in denen wir feststellen, daB die Oxal- 
siure aus Alkohol nur durch Penicillium aurifluum, einen schwachen 
Saureanhaufer, gebildet wird, weiterhin die Tatsache, daB die Glykol- 
sdure sich bei den kraftigen Saéureanhaufern bildet, bei welchen keine 
Oxalsiure, dagegen Apfelsiure und Essigsiure neben Bernstein- und 
Fumarséure gefunden wurden, endlich, daB die Oxalsiure nur bei 
gewisser und in entsprechender Menge vorhandener Stickstoffnahrung 
entsteht, wobei auch besondere Kationen von EinfluB sind, er- 
lauben uns, diese Vorginge in einem einheitlichen Bilde zusammen- 
zufassen. 

Bei den Schimmelpilzen mit einem kraftigen physiologischen 
Apparat kann der Zuckerabbau bis zur Citronensdéure auf zweierlei 
Weise vor sich gehen. 

I. Wie wir schon friiher angegeben haben, erfolgt der Zuckerabbau 
normal bis zur’ Essigséure gemiB dem Schema C. Newbergs', d.h. iiber 
Brenztraubenséure, Acetaldehyd und Essigséure, und dann _ iiber 
Bernstein-, Fumar-, 1-Apfel- bis Citronensaure. 


Il. Unter noch nicht naher bekannten Bedingungen geht der 
Zuckerabbau gleich den oben erwahnten bis Athylalkohol und weiter 
iiber Essigsiure, Glykolséure, 1-Apfelsiure bis Citronensaure. 

Wenn die Lebensbedingungen der Schimmelpilze ungiinstig sind 
bzw. wenn der Zuckerabbau durch Schimmelpilze infolge chemischer, 
physiologischer oder biologischer Einfliisse gehemmt wird, wird die 
Citronenséurebildung nach und nach und schlieBlich vollstaéndig in die 
Richtung der Glykolséure verschoben (Reaktion II). In solchem Falle 
kommt auch die Oxalséure vor, deren Menge um so gréBer ist, je weniger 
Citronensaure erzeugt wird. Zuletzt wird die Citronenséurebildung voll- 
standig gehemmt, der Zuckerabbau geht dann nur iiber Essig- und 
Glykolsiure, und es wird Oxalséure in groBen Mengen gebildet und 
angehauft. 

Eine Stiitze unserer Ansichten finden wir in der Arbeit von EL. Sie- 
burg und K. Vietense, welche feststellten, daB die Umwandlung der 
Glykolséure zu Glyoxal- und weiter zu Oxalséure sogar mit ganz 
schwachen Oxydationsmitteln leicht vor sich geht. 


Weitere Untersuchungen miissen klarlegen, warum der Zucker- 
abbau iiber Essigsfure einmal in der Richtung der Bernsteinsaure, 
ein anderes Mal in der Richtung der Glykolsdure vor sich geht, ferner, 
warum die Citronensiureanhéiufung in manchen Fallen vollstandig 
verhindert ist, und anstatt dieser dann Oxalséure angehauft wird. 
Etwas Licht auf diese Frage wirft unsere Feststellung, daB durch 
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manche Schimmelpilze einerseits aus Alkohol Glykolsdure, anderer- 
seits dagegen, und zwar nur in Gegenwart mancher Kationen wie auch 
besonderer Stickstoffverbindungen Oxalséure gebildet wird. 


SchluBfolgerungen. 

1. Die Schimmelpilze der Gattung Penicillium wandeln Athyl- 
alkohol in Citronenséure um. Als Produkte dieser Umformung ent- 
stehen: Essig-, Bernstein-, Fumar-, ]-Apfel-, Glykol-, Oxalsaiure und 
andere Sauren. 

Beim Zuckerabbau durch Schimmelpilze entstehen diese Sauren 
erst nach vollstandiger Zerlegung des Zuckers iiber Athylalkohol. 


2. Die mitgeteilten Versuche bestatigen unsere Theorie der Citronen- 
siurebildung aus Zucker, auBerdem weisen sie auf einen zweiten Weg der 
Bildung der Citronensiure aus Zucker hin, und zwar iiber Athyl- 
alkohol —> Essigsiure —> Glykolsiure —> 1-Apfelsiure —> Citronen- 
saure. 

3. Die Glykolsaure als Produkt der Umwandlung des Athylalkohols 
bzw. der Essigsiure wird durch die kraftig Citronensdiure bildenden 
Schimmelpilze zum Aufbau der Citronensaure verwendet, die schwachen 
Schimmelpilze dagegen fiihren, je nach dem EinfluB des Nahrbodens 
und ihres physiologischen Zustandes, die Glykolsdure in Oxalsaure iiber. 

4. Die Anhaufung der einzelnen Saéuren bzw. deren weitere Um- 
wandlung hangt auch von der Pilzart ab. 
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Uber die Bildung und biologische Bedeutung des Wachstums- 
regulators bei Aspergillus niger. 


Von 
P. Boysen-Jensen. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat 
Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1932.) 


1. Einleitung. 


In einer Abhandlung! konnte ich zeigen, daB Aspergillus niger in 
derselben Weise wie viele Pilze und Bakterien imstande ist, einen Stoff 
zu bilden, der die Wachstumsgeschwindigkeit der Avena-Coleoptile 
beschleunigt. Um die Menge dieses Wachstumsregulators in einer 
Lésung zu messen, wird die Lésung mit der gleichen Menge 3 °,,igem Agar 
vermischt. Nach Erstarren der Mischung werden Wiirfelchen heraus- 
geschnitten, die einseitig auf dekapitierten Avena-Coleoptilen an- 
gebracht werden. Wenn ein Wachstumsregulator in der Lésung vor- 
handen ist, entsteht eine Kriimmung in der Avena-Coleoptile, aus 
deren GréBe man die Langendifferenz zwischen der konvexen und 
konkaven Seite ermitteln kann. Dieser Wert (,,d‘) ist innerhalb ge- 
wisser Grenzen der Konzentration des Wachstumsregulators pro- 
portional. 

Die Abhangigkeit der Kriimmungsgr6Be von der Konzentration des 
Wachstumsregulators kann durch eine Kurve dargestellt werden, die 
anfangs ungefihr gerade ansteigt, spaiter aber mit der Abszissenachse 
parallel verliuft. Nach Untersuchungen von Went? und Weij* in Utrecht 
beginnt die Kurve im Nullpunkt der Abszissenachse zu steigen, nach Unter- 
suchungen von Niels Nielsen* erhalt man bei geringen Konzentrationen des 
Wachstumsregulators keine nachweisbare Kriimmung, so daB die Kurve 
eine kleine Strecke parallel mit der Abszissenachse verlauft, bevor sie zu 


' Diese Zeitschr. 239, 243, 1931. 

2 F. W. Went, Rec. d. trav. bot. néerl. 25, 1, 1928. 

3 H.G.v.d. Wetj, Proc. Kon. Akad. Wetensch., Amsterdam 34, 
875, 1931. 

4 Niels Nielsen, Jahrb. f. wiss. Bot. 73, 125, 1930. 
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steigen beginnt. Wenn in einer Arbeit von Dolk und Thimann' behauptet 
wird, daB die Ursache dieser Nichtiibereinstimmung in den verschiedenen 
MeBmethoden liegen k6énne, so ist das nicht richtig. In Kopenhagen benutzt 
man als Ma8 der Kriimmungsgr6Be den d-Wert, der aus der Gleichung 
d =tl/r gefunden wird?, in Utrecht dagegen den Winkel, der vom oberen 
gekriimmten Teil mit dem unteren Teil der Coleoptile gebildet wird. Aus 
dem gefundenen Winkel (gy) kann man den d-Wert durch Multiplikation 
p-2% 
360 
Beide Methoden haben eine Grenze nach unten, weil kleine Nutationen 
dann die Messungen beeinflussen kénnen; prinzipiell sollten sie aber zu 
demselben Ergebnis fiihren. Die Nichtiibereinstimmung der Kurven laBt 
sich daher durch die verschiedenen MeSmethoden nicht erklaren. Die 
Genauigkeit der Kopenhagener MeSimethode geht wohl geniigend aus 
Niels Nielsens Messungen hervor. Ich bezweifle nicht, daB die von ihm 
gefundene Kurve die richtige ist; sie stimmt ganz mit meinen eigenen Er- 
fahrungen tiberein. Da8B die Kurve nicht im Nullpunkt der Abszissenachse 
zu steigen beginnt, erklart sich einfach daraus, daB schwache Kriimmungs- 
bestrebungen durch den Autotropismus iiberwunden werden. 


ao : re t 
mit einem konstanten Faktor nach der Gleichung d = erhalten. 


Als Einheit des Wachstumsregulators (WRE.) benutze ich die 
Menge, die, in 50 cem Wasser + 50 ccm 3°,,igem Agar gelést, nach der 
erwihnten Methode einen d-Wert von 1 mm hervorbringen kann®. 
Um die Anzahl WRE. in einer Lésung zu messen, wird von der Lésung 
eine Reihe Verdiinnungen hergestellt (z. B. 1/s, 1/4, "/g. 2/4g, 4/29), wm 
diejenige Verdiinnung zu finden, die einen d-Wert von etwa 1 mm 
hervorbringen kann. Ist z. B. bei der Verdiinnung !/, der d-Wert 1,1, 
so enthalt die urspriingliche Lésung 8,8 WRE. Die Lésungen, die auf 
Wachstumsregulator zu untersuchen sind, miissen am besten sauer 
reagieren. 


2. Darstellung des Wachstumsregulators. 


Im Gegensatz zu Bakterien vermag Aspergillus niger den Wachs- 
tumsregulator auch auf flissigem Substrat zu bilden, wodurch die 
Darstellung dieses Stoffes erleichtert wird. 

Wenn man kleinere Mengen des Wachstumsregulators darstellen 
will, verwendet man Erlenmeyer-Kolben von 300 ccm Inhalt, die mit 
einer Lésung, die pro Liter 20g technische Glucose + 5g Pepton 
+ 5g Citronensiure + 0,25 g KH,PO, enthalt, beschickt werden. 
Die Kolben werden mit aufgeschwemmten Aspergillussporen geimpft 
und 8 bis 12 Tage bei einer Temperatur von 36 bis 37° gehalten. Diese 
Temperatur liegt zwar in der Nahe der maximalen Temperatur fir die 
Entwicklung von Aspergillus niger; wie aber aus Tabelle I hervorgeht, 


1 H. EB. Dolk u. V. Thimann, Proc. Nat. Acad. Sciences 18, 30, 1932. 

2? Helen A. Purdy, Kgl. danske Vid. Selsk. biol. Medd. IIT, Kopen- 
hagen 1921. 

3 Val. diese Zeitschr. 239, 248, 1931. 
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Tabelle I 
Einflu8 der Temperatur auf die Bildung des Wachstumsregulators bei 
Aspergillus niger. Dauer der Kultur 5 bis 7 Tage. Die Zahlen bedeuten WRE. 





22—249C 31—33° C 36—37° C 
Versuch 1 . 1,2 2,6 12 
7 gS 5g 1,4 2.8 5 
# i 2.8 2.6 6 


wird bei dieser Temperatur viel mehr Wachstumsregulator als bei 
niedriger Temperatur gebildet. Indessen vermag Aspergillus bei dieser 
hohen Temperatur sich nur mit Schwierigkeit an der Oberfliche der 
Fliissigkeit zu halten, und es ist daher ratsam, die Kulturfliissigkeit 
mit einer diinnen Schicht von kleinen Korkpartikeln (Durchmesser 
2 bis 5 mm), auf denen der Pilz wachsen kann, zu bedecken. 


Tabelle II. 


EintluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Bildung des Wachstums- 
regulators bei Aspergillus niger. Methodik: Petri-Schalen (Durchmesser 
10cm) wurden mit 20cem Glucose-Nitrat-lésung. beschickt und mit Asper- 
gillus geimpft. Nach 3 Tagen bei 32° war eine kraftige Myceldecke ent- 
wickelt. Die Kulturfliissigkeiyen wurden dann durch Lésungen von 40 


‘bis 45cem Wasser + 5 bis 10cem Phosphatpuffer + 0,05 g Tyrosin 


+ 0,25 bis 0,1 g Glucose ersetzt, und nach 3 Tagen wurde die Menge des 
Wachstumsregulators in den Lésungen bestimmt. Es ist nicht médglich, 
den pxr-Wert konstant zu halten. 





WRE. 


40 cem Wasser + 10 ccm m/15 prim. Phosphat- 
per, + 0,05 ¢ Tyrosin + 0,25 g Glucose, 
Pu 62—6.5 ... 1.8 2.8 1.6 


45ccem Wasser + 5 ccm 5 ‘ok, Phosphat- 

losung + 0,05 g Tyrosin + 0,1 g Glucose, 

Pu 68-—7,7 ... 0,6 0) 
45 com Wasser + 5 com m/15 ny Phosphat- 

losung + 0,05 ¢ _— * 0,1 g Glucose, 

pu 7,7—80 ... , 0 


Die Kulturfliissigkeit mu8 sauer reagieren. Wie aus Tabelle II 
hervorgeht, wird bei neutraler oder alkalischer Reaktion entweder gar 
kein oder jedenfalls nur wenig Wachstumsregulator gebildet. Durch 
Zusatz von einer kleinen Menge CuSO, kann die Geschwindigkeit der 
Bildung des Wachstumsregulators ein wenig vergréSert werden (vgl. 
Tabelle III); der Unterschied ist jedoch nicht groB. 

Wie aus Tabelle III hervorgeht, wird die maximale Menge des 
Wachstumsregulators erst bei einer Kulturdauer von 13 Tagen erreicht. 
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Tabelle I1l. 
EinfluB von CuSO, auf die Bildung des Wachstumsregulators. 300 cem 
Glucose-pepton-nahrlésung + 15cem 0,1 °,ige CuS O,-Lésung in Kristallisier- 
schalen wurden mit Aspergillus niger geimpft. Temperatur 36°. 








Versuch 1 Versuch 2 
Dauer der WRE. Dauer der WRE. 
Kultur pe Kultur —_——— _ 
Tage — CuSO, +(uS0O, Tage — CuSO, + CuSO, 
+ 3,8 3 0,8 1,5 
6 1,2 5 1,7 3,1 
8 §,2 7 5,0 6,9 
10 13,7 12 13 24 27 


Man kann bis 24 WRE. in der Kulturfliissigkeit erhalten, eine sehr 
bedeutende Menge. Die Verarbeitung der Kulturfliissigkeit soil weiter 
unten beschrieben werden. 

Will man den Wachstumsregulator in gréBerer Menge darstellen, 
verwendet man statt Hrlenmeyer-Kolben groBe Schalen von verzinntem 
Eisenblech (GréBe 3758 cm), die mit Deckeln versehen sind. Die 
Schalen werden jedesmal vor dem Gebrauch mit einer Lésung von 
Paraffin in Petrolither eingerieben, so da sie innen mit einer diinnen 
Paraffinschicht iiberzogen sind. Jede Schale wird mit etwa 3 Litern 
Glucose-pepton-lésung von der oben angegebenen Zusammensetzung 
beschickt; die Héhe der Fliissigkeit ist etwa 1,5 cm. Ganz wie oben 
beschrieben, wird mit einer reichlichen Menge von aufgeschwemmten 
Aspergillussporen geimpft, die Fliissigkeit wird mit Korkpartikeln 
bedeckt und die Schalen 10 bis 13 Tage bei 36 bis 37° gehalten. Wenn 
man tiber einen gréBeren Thermostaten verfiigt, kann man leicht 20 bis 
40 Liter Fliissigkeit mit einem groBen Gehalt an Wachstumsregulator 
in einer Woche darstellen. 


Um den Wachstumsregulator in reinerem Zustande darzustellen, 
wird die Kulturfliissigkeit, die nétigenfalls durch Zusatz von Citronen- 
siure sauer gemacht wird, am besten bei niedrigerem Druck stark 
eingeengt. Doch kann die Einengung auch in groBen emaillierten 
Schalen bei 50 bis 60° vorgenommen werden. Wenn der Wachstums- 
regulator einmal gebildet ist, ist er ziemlich resistent. Die eingeengte 
Fliissigkeit wird mit der zehnfachen Menge 96°,igem Alkohol gefiallt. 
Nach 2 bis 3 Tagen wird filtriert, das Filtrat wird zur Trockne eingeengt 
und der Rest in wenig Wasser gelést. Es wird mit Na,CO, neutralistert 
und nachher mit Essigsiure schwach sauer gemacht. Die Fliissigkeit 
wird nun dreimal mit peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt, und der 
Ather wird abgedampft. Wie aus Versuch 1 hervorgeht, hat man bei 
diesem Verfahren einen Verlust von etwa 18°, des Wachstums- 
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regulators. Die Ausschiittelung mit Ather kann noch einmal wiederholt 
werden, und man erhalt dann ein stark aktives Praiparat, das jedoch 
noch lange nicht rein ist?. 


Versuch 1. 
25 cem einer Lésung des Wachstumsregulators, die 7,2 WRE. enthielt, 
wurden mit Na,CO,-Lésung neutralisiert und nachher mit Essigséure 
schwach angesiuert. Die Lésung wurde dann dreimal mit je 25 ccm per- 
oxydfreiem Ather ausgeschiittelt. Die Atherextrakte wurden vereinigt und 
zur Trockne eingedampft, und der Riickstand in 25cem Wasser aufgelést. 
Der Gehalt an Wachstumsregulator betrug 5,9 WRE. 
. Die benutzte Reinigungsmethode ist in ihren Hauptziigen schon 
4 von Niels Nielsen angegeben. Die Ausschiittelung des Wachstums- 
| regulators mit Ather aus einer wasserigen Fliissigkeit ist, wie aus 
Versuch 2 hervorgeht, nur bei saurer Reaktion der Fliissigkeit méglich. 
Man wird hieraus schlieBen kénnen, daB der Wachstumsregulator von 

; Aspergillus sich wie eine Saéure verhalt, ein Ergebnis, das auch von 
Kogl und Smit fiir den Wuchsstoff aus Harn und von Dolk und Thimann 
fiir den Wuchsstoff aus Rhizopus suinus gefunden ist. 


Versuch 2. 


15 cem einer Lésung des Wachstumsregulators, die 12,2 WRE. enthielt, 
wurde mit Na,CO,-Lésung schwach alkalisch gemacht und mit 3 . 25 cem 


' peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt. Nach Abdampfen des Athers wurde 
der Riickstand in 15 ccm Wasser gelést. Der Gehalt an Wachstumsregulator 

(£ war Null. 
‘m . Die mit Ather ausgeschiittelte Lésung wurde nachher mit Essigséure 
} 7 a sauer gemacht und wieder mit Ather ausgeschiittelt. Der nach Abdampfen 
‘Bia des Athers erhaltene Riickstand wurde wieder in 15 ccm Wasser gelést ; 


die Lésung enthielt 9,1 WRE. 


3. Uber die Verbindungen, die fiir die Bildung des Wachstumsregulators 
’ notwendig sind. 

gS Wenn auch die Praiparate, zu denen man mit Hilfe der oben be- 
17 schriebenen Methode gelangt, sehr aktiv sind, ist die Ausarbeitung 


einer Methode zur Reindarstellung des Wachstumsregulators doch 


1 mit groBen Schwierigkeiten verbunden; eine solche habe ich bisher 
. nicht in Angriff genommen, dagegen habe ich versucht festzustellen, 
welche Stoffe die Bildung des Wachstumsregulators hervorrufen kénnen, 
2 um dadurch méglicherweise AufschluB iiber die Beschaffenheit dieser 
fe Verbindung zu erhalten und die Darstellung zu erleichtern. 
: : Es zeigt sich nimlich, daB der Wachstumsregulator nur gebildet 
: wird, wenn bestimmte Verbindungen in der Kulturfliissigkeit vor- 
4 4 1 Den hollandischen Forschern Kégl u. Haagen Smit (Proc. Kon. 
‘s Akad. Wetensch., Amsterdam 34, 1411, 1931) ist es gelungen, einen Wuchs- 
. % stoff aus Schwangerenharn in kristallisierter Form darzustellen. 
: 5 
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handen sind. Wie schon! erwaihnt wurde, bildet Aspergillus keinen 
Wachstumsregulator auf fliissigem Substrat mit Nitrat oder Ammoniak 
als Stickstoffquelle, in reichlicher Menge dagegen; wenn Pepton in 
der Nahrlésung vorhanden ist. Mit dieser Tatsache als Ausgangspunkt 
habe ich versucht festzustellen, welche die einfachsten Verbindungen 
sind, die eine Bildung des Wachstumsregulators hervorrufen kénnen. 

Der erste Schritt muBte sein, die Aminosaiuren, die bei dem Abbau 
des Peptons gebildet werden, einzeln zu untersuchen, um zu sehen, 
ob sie Wuchsstoffbildner sind oder nicht. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen sind in Tabelle IV und in einer Ubersicht in Tabelle V zu- 
sammengestellt. 

Tabelle IV. 

Aspergillus niger wurde in Nielsen-Flaschen bei 30 bis 32° auf einer Lésung 
von 0,4g Dextrose + 0,1 g Citronensiure + 20 ccm Wasser ( + Phosphat) 
+ 0,1 g der unten angefiihrten Aminoséuren kultiviert. Histidin und Lysin, 
die als Chlorhydrate benutzt wurden, wurden erst in Wasser gelést und mit 
Na,CO, neutralisiert. Nach 5 bis 7 Tagen wurde die Kulturfliissigkeit auf 
Wachstumsregulator untersucht. In den Versuchen mit Lysin war die 
Dauer der Kultur 12 bis 14 Tage, weil das Wachstum auf dieser Verbindung 

sehr langsam ist. Die Zahlen in der Tabelle bedeuten WRE. 
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1 Diese Zeitschr. 239, 246, 1931. 
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Tabelle V. 





Keine Bildung von . Glykokoll, Alanin, Arginin, Proli 
Wachstumsregulator (Asparagin), Cystin — 
Tyrosin, Histidin, 
Phenylalanin | Tryptophan 


Bildung von 


7 seucin, Lysi 
Wachstumsregulator Leucin, Lysin 


Es ergibt sich, daB erstens verschiedene zyklische Aminosiéuren 
mit einem Benzol- oder Imidazolring, namlich Tyrosin, Phenylalanin 
und Histidin eine Bildung des Wachstumsregulators hervorrufen 
kénnen, namentlich Tyrosin ist ein ausgezeichneter Wuchsstoffbildner, 
weshalb dieser Stoff in den in Tabelle II angefiihrten Versuchen benutzt 
wurde. Prolin ist unwirksam, Tryptophan ruft bisweilen eine schwache 
Wirkung hervor. Am wichtigsten ist aber vielleicht, daB von den unter- 
suchten aliphatischen Aminosiuren sich zwei als Wuchsstoffbildner 
zeigten, nimlich Leucin und Lysin, wahrend die iibrigen unwirksam 
waren. Es sei hervorgehoben, daB die Bildung des Wachstumsregulators 
nicht mit dem Wachstum der Pilzkultur verkniipft ist. Aspergillus 
wachst mit ungefihr derselben Geschwindigkeit, ob der Wachstums- 
regulator gebildet wird oder nicht. 


Der nachste Schritt muBte sein, zu untersuchen, ob auch stickstoff- 
freie Verbindungen Wuchsstoffbildung hervorrufen kénnen, insbesondere 
solche, die man aus den Aminoséuren durch Abspaltung der N H,- 
Gruppe erhalten kann, nimlich Oxyséuren und Fettsduren. 


Durch Behandlung von |-Leucin mit Natriumnitrit und HCl 
erhalt man leicht die ]-Leucinsiure. In Versuchen, die in derselben 
Weise wie mit den Aminosiuren angestellt wurden, zeigte es sich, daB 


-d-leucinsaures Ammoniak kein Wuchsstoffbildner war. 


Ebensowenig war dies der Fall mit den untersuchten Fettsauren. 
Aus Leucin kann man die Fettsaure Isobutylessigsiure ableiten. Diese 
erwies sich als giftig fiir Aspergillus, so daB bei Zusatz dieser Verbindung 
zu dem Kultursubstrat die Entwicklung vollstandig gehemmt wurde. 
Die natiirlich vorkommenden Fettsiuren Olsiure und Stearinsaure 
(auch die Glyceride wurden untersucht) hemmen die Entwicklung 
zwar nicht, konnten aber eine Bildung des Wachstumsregulators nicht 
hervorrufen. 


Die einfachsten Wuchsstoffbildner, die bisher gefunden sind, sind 
somit die aliphatischen Aminosauren Leucin und Lysin. 


Aus den Untersuchungen von Kégl und Smit geht hervor, daB der 
Wuchsstoff aus Schwangerenharn nicht stickstoffhaltig ist, und dali 
er eine aliphatische Verbindung ist. 
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4. Die Bedeutung des Wachstumsregulators bei Aspergillus niger. 


Es geht aus den oben angefiihrten Untersuchungen wohl zur Geniige 
hervor, daB die Produktion des Wachstumsregulators bei Aspergillus 
groBen Schwankungen unterworfen ist, und es fragt sich daher, ob 
dieser Stoff, der eine so auffallige Wirkung auf die Wachstumsgeschwin- 
digkeit der Avena-Coleoptile ausiibt, iiberhaupt eine nachweisbare 
physiologische Bedeutung fiir Aspergillus selbst hat. 


Es wurde zunichst untersucht, ob es méglich ist, immer den 
Wachstumsregulator in Aspergilluskulturen nachzuweisen. Es wurde 
oben erwahnt, daB Aspergillus auf Glucose-nitratlésung keinen Wachs- 
tumsregulator bildet. Dies bedeutet aber nur, daB dieser Stoff nicht in 
der gewohnlichen Weise in einer Mischung von der Nahrlésung mit 
Agar nachgewiesen werden kann. Aber immerhin ist die Méglichkeit 
vorhanden, daB der Wachstumsregulator sich in dem Pilz befinden 
konnte, oder daB die Menge in der Nahrlésung so gering war, daB man 
den Stoff erst nach Konzentrierung der Nahrlésung nachweisen konnte. 
Um diese Frage zu entscheiden, wurden in drei der oben beschriebenen 
Schalen Kulturen von Aspergillus niger in Glucose-nitratlésung bei 
einer Temperatur von 32° angelegt. Nach 3 bis 4 Tagen betrug das 
Gewicht des Mycels 100 bis 200 g. Das Mycel wurde mit 2 Liter Alkohol 
extrahiert; die Lésung wurde abfiltriert und zur Trockne eingedampft. 
Der Rest wurde mit 10 ccm Wasser verriihrt, mit Agar vermischt und 
in der gewé6hnlichen Weise untersucht. AuBerdem wurden 400 ccm der 
Kulturflissigkeit zur Trockne eingedampft; der Riickstand wurde in 
10 cem Wasser gelést und mit 90 cem Alkohol gefallt; nach Filtrierung 
wurde wieder zur Trockne eingeengt und der Riickstand in 5 ccm 
Wasser gelést und untersucht. Das Ergebnis dieser Untersuchungen 
findet sich in Tabelle VI (die Zahlen sind die d-Werte). 


Tabelle V1. 





Kulturfliissigkeit Pilzmycel 
Vy A er 0 1,38 
Boe ead ya sea ae 0 0 
“ $. 0,12 0 
4. 0 0 


Es geht aus der Tabelle VI hervor, daB nur in den ersten Versuchen 
ein geringer Gehalt an Wachstumsregulator in dem Pilzmycel gefunden 
wurde; in den iibrigen war es trotz der starken Konzentration nicht 
méglich, den Wachstumsregulator weder in dem Mycel noch in der 
Kulturfliissigkeit nachzuweisen. Man wird hieraus schlieBen kénnen, 
daB in diesen Fallen der Wachstumsregulator, wenn er iiberhaupt 
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vorkommt, in so kleinen Mengen vorhanden sein muB, daB er kaum 
eine physiologische Bedeutung fiir Aspergillus haben kann. 


Es wurde danach untersucht, ob der Wachstumsregulator iiber- 
haupt auf das Wachstum und die Entwicklung von Aspergillus niger 
einwirken kann. Die Versuche wurden in der Weise angestellt, daf 
eine Reihe von Erlenmeyer-Kolben (300 cem) mit einer Lésung von 
80 bis 100ccm Glucose-nitratlésung beschickt wurden. Zu der Halfte 
der Kolben wurden wenige Kubikzentimeter einer konzentrierten 
Lésung des Wachstumsregulators gegeben, die aridere Halfte enthielt 
eine entsprechende Menge Wasser. Die Wasserstoffionenkonzentration 
war in beiden Fillen dieselbe. Nach Impfung mit aufgeschwemmten 
Sporen von Aspergillus wurden die Kolben bei 16° gehalten. Falls eine 
Wirkung des Wachstumsregulators auf das Wachstum vorhanden 
ware, kénnte man erwarten, daB sie sich am starksten bei einer niedrigen 
Temperatur, bei welcher Aspergillus langsam wachst, geltend machen 
wiirde. Nach 11 bis 14 Tagen wurden die Myceldecken abgenommen, 
gewaschen, getrocknet und gewogen. 


Die Ergebnisse der Versuche findet man in Tabelle VII. Es geht 
aus der Tabelle hervor, daB ein Zusatz von Wachstumsregulator 
immer eine Verzégerung des Wachstums zur Folge hat. Diese betrug 


Tabelle VII. 





| Trockengewicht des Mycels 





in den Durch- 


+ Wachstumsregulator. 
WRE. = 21,0: po = 2,44 


einzelnen Kolben sechnitt 


Versuch 1 5 Kolben mit je 100 ccm Glucose- | 0,47, 0,45, 0,45, 0,49 
. Dauer der Kul- | Nitrat-Citronensiure-Lésung ohne 0,53, 0,54 
tur 13 Tage, 16°, Wachstumsregulator; py — 2,34 
schwachgeimpft 5 Kolben mit derselben Lésung 0,32, 0,25, 0,22, 0,25 
+ Wachstumsregulator. 0,22, 0,25 
WRE. = 0,9; pa = 2,34 
Versuch 2 3 Kolben mit je 80 cem Glucose- 0,27, 0,26, 0,29 0,27 
Dauer der Kul- Nitrat-Citronenséure-Lésung ohne 
tur 14 Tage, 16°, | Wachstumsregulator; pq = 2,58 
stark geimpft 3 Kolben mit derselben Lésung 0,30, 0,19, 0,25 0,25 
ae peer + agen gee 
WRE. 9,0; px = 2,60 
Versuch 3 3 Kolben mit je 100 ccm Glucose- 0,35, 0,35, 0,84 = 0,35 
Dauer der Kul- Nitrat-Citronensaure-Lésung ohne 
tur 11 Tage, 16°, | Wachstumsregulator; po = 2,38 | 
stark geimpft | 3 Kolben mit derselben Lésung | 0,17, 0,22, 025 | 0,21 
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bei dem ersten Versuch ungefaihr 509°,, bei den beiden letzten Ver- 
suchen bedeutend weniger. 

Dies stimmt gut zu den Untersuchungen von Niels Nielzen und 
Hartelius', die gefunden haben, daB das Rhizopin keine Wirkung auf 
die Trockensubstanzproduktion und Respiration von Aspergillus niger 
ausiibt. 

Als Hauptergebnis der Untersuchungen ergibt sich, daB der von 
Aspergillus gebildete Wachstumsregulator, der eine so auffallige Wirkung 
auf das Wachstum der Avena-Coleoptile hat, fiir Aspergillus selbst 
kein notwendiger Wachstumsfaktor ist; es ist, soweit man beurteilen 
kann, ein zufialliges Stoffwechselprodukt, das bisweilen gar nicht, 
unter geeigneten Kulturbedingungen aber in relativ groBen Mengen 
gebildet wird. 


5. Nomenklaturfragen. 


Den Stoff, der in der Spitze der Avena-Coleoptile gebildet wird 
und fiir das Wachstum der Coleoptile unentbehrlich ist, wird man nach 
gewohnlichem Sprachgebrauch ohne Bedenken ein Hormon nennen 
kénnen. Wenn nun der von Aspergillus produzierte Wachstumsregulator 
mit dem in der Avena gebildeten identisch ist, was sich aber kaum 
nachweisen laft, dann ist dieser Stoff freilick das Wachstumshormon 
der Avena-Coléoptile. Fiir Aspergillus selbst hat aber, wie oben dar- 
gelegt, dieser Stoff keine hormonale Bedeutung, und es scheint mir 
daher am besten, vorliufig die Bezeichnung Hormon zu vermeiden 
und besser von Wachstumsregulatoren oder Wuchsstoffen zu sprechen; 
dieser Begriff umfaBt dann Stoffe, die organischer Herkunft sind und 
die Wachstumsgeschwindigkeit der Pflanzen beeinflussen, ohne Nahr- 
stoffe zu sein. Fiir den aus Schwangerenharn durch Kégl und Smit 
dargestellten Wuchsstoff haben die genannten Autoren die Bezeichnung 
Auxin vorgeschlagen. Es ware doch wohl praktischer gewesen, einen 
seiner Bedeutung nach so umfassenden Namen fiir die gesamte Gruppe 
von Pflanzenwuchsstoffen zu benutzen. 

Niels Nielsen und Hartelius* haben folgende Einteilung der Wachs- 
tumsregulatoren oder Wuchsstoffe vorgeschlagen : 

1. Die erste Gruppe, die A-Gruppe, umfaBt das Rhizopin, die von 
dem Verfasser untersuchten Wachstumsregulatoren bei Bakterien und 
Aspergillus niger und wahrscheinlich das Hormon der Avena-Coleoptile. 
Die hierzu gehérigen Stoffe sind atherléslich und beeinflussen das 
Streckungswachstum der Avena-Coleoptile, der Bliitenschafte von 
Bellis und mehreren Pflanzen, wahrend sie wahrscheinlich das Streckungs- 
wachstum der Hauptwurzel hemmen. 


1 Niels Nielsen u. V. Hartelius, C. r. lab. Carlsberg, Copenhague, 19, 
Nr. 8, 1932. 
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2. Einen zweiten, zu einer neuen Gruppe, der B-Gruppe, gehérigen 
Wuchstoff hat Niels Nielsen bei Rhizopus suinus gefunden. Dieser 
Wuchsstoff ist nicht atherléslich und beeinfluBt das embryonale Wachs- 
tum bei Aspergillus niger, dagegen nicht das Streckungswachstum 
der Avena-Coleoptile. 

Diese Einteilung entspricht meiner Meinung nach unseren bis- 
herigen Erfahrungen am besten, und ich méchte sie der von v. Euler 
und Philipson' vorgeschlagenen Einteilung, die mir zu umfassend 
erscheint, vorziehen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode beschrieben, nach der man den von 
Aspergillus niger gebildeten Wachstumsregulator leicht in gréBeren 
Mengen darstellen kann. 

2. Die Bildung des Wachstumsregulators findet nur statt, wenn 
gewisse h6hermolekulare Aminosduren in dem Kultursubstrat vorhanden 
sind. 

3. Der von Aspergillus niger gebildete Wachstumsregulator ist, 
soweit man beurteilen kann, ein zufalliges Stoffwechselprodukt, das 
bisweilen gar nicht, unter geeigneten Versuchsbedingungen aber in 
groBer Menge gebildet wird. Fiir das Wachstum und die Entwicklung 
von Aspergillus selbst ist dieser Stoff nicht notwendig. 


1 H.v. Euler u. T. Philipson, diese Zeitschr. 245, 418, 1932. 























Untersuchungen zur Frage der Co-Fermentwirkung. 


II. Mitteilung: 
Zur Chemie der Adenosintriphosphorsiuren. 


Von 
H. K. Barrenscheen und Wilhelm Filz. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 18, Mai 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der ersten Mitteilung dieser Reihe' haben wir versucht, eine 
Theorie der Co-Fermentwirkung, soweit sie sich auf die Aminogruppe 
der Adenylsaéure bezieht, zu geben. DaB eine befriedigende Erklarung 
fiir die Wirkung der Adenylverbindungen im Co-Fermentkomplex die 
moglichst einwandfreie Konstitutionsaufklarung zur Voraussetzung hat, 
ist wohl selbstverstandlich. Aus diesem Grunde haben wir versucht, 
zunachst einmal iiber den Aufbau der im Co-Fermentsystem des Muskels 
wesentlichen Adenosintriphosphorsdiure (Adenylpyrophosphorsaure nach 
Lohmann) eine begriindete Vorstellung zu schaffen. In erster Linie 
galten die Untersuchungen der Stellung der beiden als ,,Pyrophosphor- 
siure“ angesprochenen Phosphorsdurereste und ihrer Beziehung zur 
Aminogruppe des Adenins. Daneben wurden noch Versuche iiber die 
Natur der Kohlenhydratkomponente durchgefiihrt. 


I. Darstellung der Adenosintriphosphorsiure aus Warmbliitermuskulatur. 


Uber die Darstellung der Adenosintriphosphorsiure liegen bisher zwei 
Veréffentlichungen vor, die kurze Mitteilung von Fiske und Subbarow? und 
die Arbeit von Lohmann*. Die Methodik von Fiske und Subbarow beruht 


Diese Zeitschr. 240, 409, 1931. 
Science 70, 1816, 18. Oktober 1929. 
Diese Zeitschr. 233, 460, 1931. 
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auf der Feststellung, daB sich die Adenosintriphosphorsaure aus dem neutrali- 
sierten Trichloressigsaureextrakt der Muskulatur mittels alkalischer Calcium- 
chloridlésung nach Fiske und Subbarow! quantitativ fallen laBt. Die derart 
gefallte Calecitumverbindung wird weiter iiber das Quecksilbersalz gereinigt 
und in ein mikrokristallines Calciumsalz iibergefiihrt. Fiir analytische 
Zwecke giinstiger ist jedoch die Uberfiihrung in das Silbersalz, das nach 
den Angaben von Fiske-Subbarow in der Zusammensetzung 


( ‘10 H 13 Or; N; P, Ag, 


isoliert werden kann. Die Lohmannsche Darstellung fiir die Aufarbeitung 
gréBerer Muskelmengen beruht auf der Fallung der Adenosintriphosphor- 
siure aus neutralisiertem Trichloressigsdureextrakt mit Bariumacetat, 
Umfallen des Bariumsalzes aus salpetersaurer Lésung mit Quecksilbernitrat 
und neuerlicher Fallung als Blei- bzw. Bariumsalz. Fiir Aufarbeitung 
gréBerer Muskelmengen ist nach unseren Erfahrungen die Lohmannsche 
Methodik aéuBerst umstandlich und leidet daran, daB eine genaue Vorschrift 
fiir die einzuhaltende Aziditaét und die Menge der anzuwendenden Fallungs- 
mittel nicht gegeben werden kann. 


Wir haben daher versucht, unter Zugrundelegung der iiberaus 
diirftigen Angaben von Fiske und Subbarow, zu einer brauchbaren 
Methodik zu gelangen, welche ein praparatives Arbeiten auch in gréBerem 
Stile erméglicht. Ohne auf die zahlreichen Vorversuche einzugehen, 
soll hier in Kiirze der Arbeitsgang beschrieben werden, der sich nunmehr 
in einer gréBeren Reihe von Aufarbeitungen bewahrt hat. 


A. Fadllung mit alkalischer Calciumchloridlésung. 


Die Muskulatur von drei bis vier Kaninchen, welche durch Nacken- 
schlag getétet werden, wird méglichst rasch in der Kalte abprapariert, 
durch eine mit Kaltemischung gekiihlte Fleischmaschine durchgetrieben 
und in der drei- bis fiinffachen Menge eisgekiihlter (Kaltemischung!) 
10° Viger Trichloressigsaure verriihrt. Wesentlich fiir gute Ausbeuten ist 
hier ein rasches Téten der Tiere — es sollen iiberfliissige Zuckungen der 
Muskalatur nach Méglichkeit vermieden werden — und mdglichst niedrige 
Temperatur bei der Verarbeitung. In einer Reihe von Versuchen haben 
wir statt Kaninchen Hunde verarbeitet, welche durch ErschieBen getétet 
wurden. Zwecks Extraktion l48t man die Muskulatur unter wiederholtem 
Umriihren fiir 3 Stunden in der Kalte stehen. Im Interesse der weiteren 
Aufarbeitung empfiehlt es sich, nicht iiber 3000 g Muskulatur, entsprechend 
9 bis 15 Liter Trichloressigsiureextrakt, hinauszugehen. Die Extrakte 
werden nach 3 Stunden zunachst durch Leinwand durchgesaugt, die 
Muskulatur wird gut ausgepreft, neuerlich mit dem ein- bis dreifachen 
Volumen 4°,iger Trichloressigsiure — bezogen auf das urspriingliche 
Muskelgewicht — verrieben und nochmals durch Leinwand abgesaugt. 
Die vereinigten Extrakte werden durch groBe Faltenfilter filtriert und die 
leicht gelblich gefarbten, vom Glykogen etwas opalisierenden Filtrate unter 
guter Eiskithlung (Eisstiicke auch in der Fliissigkeit!) mit 60°, iger Natron- 


! J. of biol. Chem. 81, 629, 1929. 
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lauge bis zur eben auftretenden Phenolphthaleinfarbung neutralisiert. 
Je 1000 cem des neutralisierten Extraktes werden nunmehr mit je 100 cem 
der alkalischen Calciumchloridlésung nach Fiske und Subbarow (10”,ige 
Calciumchloridlésung. die mit Caleiumhydroxyd gesittigt ist) versetzt. 
Der sich grobflockig abscheidende Calciumniederschlag wird kurze Zeit 
absitzen gelassen, die iiberstehende F liissigkeit wird abgehebert, der Nieder- 
schlag selbst auf einer groBen Zentrifuge abgeschleudert'. Der Calcium- 
niederschlag wird ohne vorheriges Waschen in 2° ,iger Essigsiure auf- 
genommen. Dabei bleibt stets ein geringer Anteil ungelést, der auBer 
Eisen in der Ferriform noch unbedeutende Mengen der Adenosintriphosphor- 
saure einschlieBt®. Das klare, meist noch etwas gelblich gefarbte Filtrat, 
dessen Volumen, auf 100 g Muskulatur gerechnet, zwischen 15 bis 30 cem 
betragt, wird nun mit Eisessig annaéhernd auf einen Gehalt von 2°, Essig- 
séure gebracht und auf je 100 cem mit 20 bis 25 cem einer 10° igen Queck- 
silberacetatlésung in 2°,iger Essigsaéure versetzt. Der sofort ausfallende, 
rein weiBe Quecksilberniederschlag der Adenosintriphosphorséure wird 
nach kurzem Absitzen zentrifugiert, in einem nicht zu groBen Volumen 
n/2 Salzsiure angeriihrt und das Quecksilber mit Schwefelwasserstoff 
gefallt (kraftig schiitteln, eventuell Glasperlen). Vom Quecksilbersulfid 
wird abgesaugt, der Niederschlag auf der Nutsche mit salzsiurehaltigem 
Schwefelwasserstoffwasser nachgewaschen. Das Filtrat wird durch Luft- 
durchsaugen vom Schwefelwasserstoff befreit und eventuell nochmals 
filtriert. Aus dem nunmehr fast farblosen Filtrat wird die Adenosintri- 
phosphorséure mit alkoholischer Calciumchloridlésung und Alkohol als 
Calciumsalz gefallt. Die Menge Calciumchloridlésung (wir verwenden eine 
10°, ige Lésung in 95°,,igem Alkohol) richtet sich nach der Konzentration 
des Filtrats. Bei einer Filtratmenge entsprechend 25cem Filtrat fiir je 
100 g Muskulatur verwenden wir ein Drittel des Volumens an alkoholischer 
Calciumchloridlésung, bei geringeren Mengen Filtrat, etwa 5 bis 6 ecm 
entsprechend 100g Muskulatur, die gleiche Menge Calciumchloridlésung. 
Durch Zusatz von Alkohol bis zu einer Konzentration von annadhernd 75”, 
wird das Caleiumsalz aus der Lésung fast quantitativ gefallt. Man laBt 
es zweckmaBig iiber Nacht im Eisschrank absitzen und zentrifugiert nach 
Abheberung der iiberstehenden Schicht. Das rein weiBe Calciumsalz wird 
auf der Zentrifuge mit 95°,igem Alkohol chlorfrei gewaschen, wozu in 
der Regel drei bis vier Waschungen ausreichen. Der chlorfrei gewaschene 
Niederschlag wird darauf in n Salpetersiure aufgenommen: Ein Teil des 
Calciumsalzes geht dabei spielend in Lésung. Ein anderer, meist sehr er- 
heblicher Teil verbackt zu einer schmierig grau gefarbten, fadenziehenden 
Masse, die sich erst durch sorgfaltiges Reiben in einer frischen Portion 


’ Aus der vom Niederschlag der Adenosintriphosphorsaéure befreiten 
Lésung l48t sich durch Fallen mit dem 1'/,fachen Volumen Alkohol in 
geringer Ausbeute noch das Calciumsalz des Embden-Ester fallen. Der 
Aufwand an Alkohol steht jedoch in keinem Verhaltnis zur Ausbeute. 

? Man kann diesen Teil der Adenosintriphosphorsiure noch gewinnen, 
wenn man den Niederschlag in n Salpetersdéure aufnimmt und aus der 
salpetersauren Lésung mit Quecksilbernitrat nach Lohmann [100 g 
Hg(NO,). 8 H,O in 25 ccm konzentrierter Salpetersiure und 25 ccm Wasser 
in der Warme gelést] fallt. Der Nieder chlag wird nach dem Zentrifugieren 
in gleicher Weise verarbeitet wie die in der Hauptmenge aus essigsaurer 
Lésung erhaltene Quecksilberfallung. 
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n Salpetersiure lést. Dabei bleibt stets ein geringer, schwarz gefarbter 
Riickstand zuriick, der sich als Ferrieisen erweist'. 

Nach Filtration wird die nunmehr stark konzentrierte Lésung — das 
Volumen soll auf 1000 g verarbeiteter Muskulatur nicht wesentlich mehr als 
30 ccm betragen — mit dem halben Volumen einer 10°,igen Silbernitrat- 
lésung in n/2 Salpeterséiure versetzt. Dabei fallt sofort das Silbersalz 
mikrokristallin aus. Zur Vervollstandigung der Silberfallung empfiehlt 
sich Alkoholzusatz bis zu einer maximalen Konzentration von 25 bis 30°). 
Nach kurzem Absitzen wird abgesaugt, auf der Nutsche mit Alkohol* 
sdurefrei gewaschen, schlieBlich mit Ather nachgewaschen und im Vakuum- 
exsikkator getrocknet. Zur Analyse wird das Salz iiber Phosphorpentoxyd 
bei 100° im Vakuum der Wasserstrahlpumpe getrocknet. 


B. Fdllung mit Kupferacetat-Natriumacetat. 


In manchen Fallen scheint uns, namentlich bei warmerer AuBen- 
temperatur, nachstehende Methodik, welche eine Fallung mit alkalischer 
Calciumlésung vermeidet, vorzuziehen zu sein. Der in der bereits be- 
schriebenen Weise hergestellte, gegen Phenolphthalein eben neutralisierte 
Trichloressigsiureextrakt der Muskulatur wird auf je 1000cem Extrakt 
mit 100cem einer 6 °,igen Kupferacetatlésung versetzt, der so viel Natrium - 
acetat zugefiigt wurde, daB die Lésung gegen Lackmus neutral reagiert. 
Den sofort entstehenden tiirkisblau gefarbten Niederschlag, welcher die 
Adenosintriphosphorsaure fast quantitativ erfaBt, 1a4Bt man in der Kalte 
kurze Zeit absitzen, hebert die iiberstehende F liissigkeit ab und zentrifugiert. 
Der Kupferniederschlag wird in nicht zuviel 2 °,iger Essigsaure aufgenommen 
und mit Schwefelwasserstoff das Kupfer entfernt. Nach dem Absaugen 
vom Sulfid wird der Schwefelwasserstoff durch einen Luftstrom vertrieben 
und in dem entliifteten Filtrat die Adenosintriphosphorséure in gleicher 
Weise wie bei der Calciumfallung als Quecksilberverbindung _ nieder- 
geschlagen. Die weitere Verarbeitung ist mit dem bereits geschilderten 
Arbeitsgang identisch. 

Beziiglich der Ausbeuten ist die Fallung als Calciumsalz der Kupfer- 
fallung vielleicht etwas iiberlegen; Verluste bei der Kupferfallung treten in 
erster Linie durch Adsorption an den Kupfersulfidniederschlag auf. Die 
Beurteilung beider Methoden ergibt sich aus folgenden Versuchen: 

‘ Je 425g Muskulatur (Kaninchen) ergaben folgende Ausbeuten an 
analysenreinem Silbersalz: 

nach der Calciumfallung 0,928 g, 

nach der Kupferacetatfallung 0.7436 g. 


1 Dieses hartnickige Haften des Eisens an dem Niederschlag ist auf- 
fallend. Die von uns verwendete Mercksche Trichloressigsiure enthalt 
zwar geringe Mengen Eisen, doch reichen diese bei weitem nicht hin, um 
den Eisengehalt unserer Praparate zu erkléren. In einzelnen Fallen haben 
wir bei der Fallung des Quecksilbersalzes und des Calciumsalzes eine rétliche 
Farbung der essigsauren bzw. alkoholisch-salzsauren Lésung beobachten 
kénnen. Spektroskopisch konnte allerdings unsere Vermutung, daB es 
sich um ein Porphyrin handeln kénne, nicht bestatigt werden. Immerhin 
méchten wir aber der Vermutung Ausdruck geben, daB dieses bei allen 
unseren Praiparaten beobachtete hartnackig festgehaltene Eisen auf einen 
innigen Zusammenhang zwischen diesem Anteil des Co-Fermentsystems 
und dem Warburgschen Atmungsferment hinweist. 

2 Das frischgefallte Silbersalz ist in verdiinnter Salpetersdure léslich. 
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In einem anderen quantitativ durchgefiihrten Versuch erwiesen sich 
beide Methoden als gleichwertig. Je 1600 g Muskulatur (Hund) ergaben 
nach der Calciumfallung 2,92 g, nach der Kupferfallung 2,91 g an analysen- 
reinem Silbersalz. 


Die absoluten Ausbeuten sind bei Verarbeitung der Kaninchen- 
muskulatur ziemlich konstant und bewegen sich zwischen 0,2 und 0,25 ¢ 
Silbersalz pro 100 g Muskulatur. Wesentlich gréB8ere Differenzen ergaben 
sich bei der Hundemuskulatur. Hier scheinen nach unseren bisherigen 
Ergebnissen die Schwankungen von Tier zu Tier betrachtlich zu sein. Se 
konnten in einem Falle bei Verarbeitung von 3000 g Hundemuskulatur 13 g 
reines Silbersalz erhalten werden. Die Verarbeitung von 3200 g Muskulatur 
ergab ein anderesmal nur 5,83 g, das entsprache pro 100g Muskulatur Aus- 
beuten von knapp 0,2 bis iiber 0,4 g an Silbersalz. 


Berechnet man nach der allerdings nicht ganz einwandfreien Hydro- 
lysenmethode Lohmanns den Gehalt der Muskelextrakte an Adenosintri- 
phosphorsaure, so erhalt man nach unserer Methode Ausbeuten an reinem 
Silbersalz, welche je nach den Versuchsbedingungen zwischen 30 bis 38°, 
beim Kaninchen, bis zu rund 64°, bei der Hundemuskulatur betragen. 

0 


II. Chemisehe Charakterisierung der Adenosintriphosphersiure. 
a) Analytische Daten des Silbersalzes. 


Das derart erhaltene und im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd 
getrocknete Silbersalz ergibt fiir die Formel ( 101s OrsN51 P, Ag, einwandfrei 
stimmende Werte. 


Samtliche Bestimmungen von C, H, N und P wurden mikroanalytisch 
durehgefiihrt: C, H nach der Methode von A. Friedrich', P nach Pregl- 
Lieb, N mittels Mikrokjeldahl (jodometrische Titration). 


8,253 mg Substanz, 4,358 mg CQO,, 1, 
TO17 2» * 3,670 ,, COs, 1, 
3,377 mg, 2,10cem n/100 HCl 
4,124 ,, 2,52 ,, n/100 HCl 
3,549 ,, 27,7 mg Ammon-phosphormolybdat 
6,079 ., 47,0 
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Be oes: weger~ ON P 


9/9 0/5 0/5 9), 
Berechnet fiir Cy Hy3 Oys N 3 Ps Ags 14,59 1,58 8,52 11,25 
ees a 1,91 8,51 11,34 
Stunden “*") qa9g | 179 | «857 | 11.28 


Das Salz ist photosensibel, es nimmt am Licht und an der Luft sehr 
rasch eine rétlich-violette Farbung an. Im Dunkeln im Vakuum gehalten 
scheint es nach unseren bisherigen Erfahrungen vollkommen unzersetzt 
haltbar. Schmelzpunkt konnte von dem Silbersalz nicht erhalten werden. 
Am Platinblech zeigt die Substanz bei beginnender Verkohlung ein auf- 
falliges Aufblihen und verbrennt schlieBlich unter Geruch nach Blausaéure. 


1 Mikrochemie 10, 329, 1931. 
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b) Umsetzungen in andere Salze. 


Zur Umsetzung in die entsprechenden Alkali- und Erdalkalisalze wird 
das Silbersalz mit der berechneten Menge des betreffenden Chlorids in 
wasseriger Lésung geschiittelt. Die Umsetzung erfolgt in kiirzester Zeit, 
hat jedoch haufig den Nachteil, daB ein Teil des Chlorsilbers kolloidal 
gelést bleibt. Sehr eigenartig ist das Verhalten bei der U'msetzwng mit 
Magnesiumchlorid, die glatt verlauft. Nach Filtration vom Silberchlorid 
14Bt sich das Magnesiumsalz durch das mehrfache Volumen Alkohol aus der 
Lésung fallen. Beim Wiederlésen zwecks Umfallen zeigt sich jedoch, daB 
in der urspriinglich klaren wasserigen Lésung ein flockiger Niederschlag 
von Magnesiumphosphat (?) nachweisbar ist. Das Verhalten spricht viel- 
leicht fiir die Annahme Lohmanns, nach der dem Magnesiumion eine Rolle 
bei der Phosphorylierung zukommt. Sie kénnte darin bestehen, daB das 
Magnesiumion in spezifischer Weise die Phosphorsaurereste in der Adenosin- 
triphosphorséure lockert. Wir behalten uns vor, zu dieser Frage weiteres 
experimentelles Material beizubringen. Das Magnesiumsalz selbst ist 
auBerst hygroskopisch und fiir analytische Zwecke wenig geeignet. Griinsti- 
gere analytische Bedingungen liefert das Bariumsalz, das auch zu anders- 
artigen Umsetzungen, sei es in die freie Saéure oder in Salze, geeigneter 
erscheint. Wir haben es dargestellt, indem wir die Silberverbindung mit 
Schwefelwasserstoff zerlegten, vom Sulfid! filtrierten und die durch Ent- 
liiften vom Schwefelwasserstoff befreite Lésung der freien Saéure mit ge- 
séttigter Bariumacetatlésung versetzten. Dabei fallt das unlésliche Barium- 
salz sofort aus und 1la8t sich durch wiederholtes Waschen mit Wasser auf 
der Zentrifuge volikommen reinigen. Das derart dargestellte Bariumsalz 
ergibt nach Trocknen im Exsikkator noch einen Kristallwassergehalt 
von 6H,0O. 


4,964 mg; 36,1 mg Ammon-Phosphormolybdat 
3,324 ,, 23,1 ,, Ammon-Phosphormolybdat 


Berechnet fiir Cy)H,.0;,N;P,;Ba,.6H,O: P = 10,50°,; gefunden: 
10,56 °,, 10,37°>. 


Fir analytische Zwecke und zu Umsetzungen ist das exsikkator- 
trockene Ba-Salz wenig geeignet, da der Kristallwassergehalt starkere 
Schwankungen zeigt. Im Vakuum bei 100° iiber Phosphorpentoxyd ze- 
trocknet verliert es 4H,O und geht in das Salz mit zwei Kristallwassern 
iiber. Auch tagelanges Erhitzen unter den angegebenen Bedingungen 
vermag diesen Kristallwassergehalt nicht zu entfernen. 


6,194 mg Substanz, 2,800 mg CO,, 1,025mg H,O 


8,581 ,, = 4,569 ,, CQ,, 1,771 ., H,O 
3,376 ., % 2,01 cem n/100 HCl 

3,947 ., i 2,385 ., n/1l00 HCl 

2,377 ., “ 18,5 mg Ammon-Phosphormolybdat 
4,185 ,, - 33,3 ,, * 

4,835 ., i 2,782 mg BaSO, 


1 Bei der Zerlegung mit Schwefelwasserstoff, auch in essigsaurer 
Lésung, bleibt das Silbersulfid sehr haufig kolloid gelést. Es laBt sich 
ohne nennenswerte Verluste durch Adsorption an Fullererde oder Tierkohle 
leicht entfernen. 
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Cc H N 4 Ba 


0 %/o %/o 


Berechnet fir Cro His Ors N; P, Bay 2 Hy O 14,65 1,96 8.61 11,42 33,75 


Gefunden 


{| 14,82 2,22 849 11,31 33,74 
|, 14,53 2,80 847 11,55 


Neben dem Bariumsalz scheint auch das Zinksalz und das Kupfersalz 
fiir analytische Zwecke brauchbar zu sein. Beide Salze werden mikro- 
kristallin erhalten durch Versetzen einer Lésung der freien Saure mit einer 
wasserigen Lésung des betreffenden Acetats. Wir geben im nachstehenden 


die Analyse des Zinksalzes. 
4.980 mg Substanz, 3,838 cem n/100 HC! 





5,367 ,, 9 4,210 ,, n/l00 HCl 

15,358 ,, ” 7,253 mg Zinkpyrophosphat 
N Zn 
%lo %o 





Berechnet fiir Cy9 Hyg O13 N; Ps Zng 1H, O 10,74 20,06 
ee } 10,80 20,26 


Gefunden Cee Pee: & Eee . ey 10.99 


Da keines der bisher beschriebenen Salze einwandfrei kristallisierte, 
wurde der Versuch unternommen, durch Umsetzung mit Alkaloiden zu 
einer kristallisierten Verbindung zu gelangen. Weder Morphin noch Brucin 
bzw. Strychnin ergaben in der iiblichen Weise kristallisierte Produkte. 
Stets wurden amorphe Niederschlige erhalten, die man héchstens als 
mikrokristallin bezeichnen konnte. Auf ihre weitere Untersuchung wurde 
verzichtet. 

Der Versuch, die freie Saure durch Fillen der konzentrierten wiasserigen 
Lésung mit Aceton in kristallisiertem Zustande zu erhalten, verlief ergebnis- 
los. Erst bei Zusatz von reichlich der doppelten Menge Aceton trat in der 
Lésung milchige Triibung auf. Auf weiteren Zusatz von Aceton schied 
sich die freie Séure zundchst in Tropfenform ab und erstarrte erst beim 
Verreiben unter reinem Aceton zu einer weiBen, glasigen amorphen Masse. 


c) Optisches Verhalten. 


An der freien Saéure wurden eine Reihe von Bestimmungen der optischen 
Drehung vorgenommen, deren Resultate aus nachstehender Ubersicht 
hervorgehen. 


c = 0,757%, 1 = 2, a = — 0,366°*, [a}f!* = — 24,2° 
c = 2,680%, 1 = 1, a = — 0,60°*, [a] = — 24,6° 
c = 3,023%, |= 1, a = — 0,862°*, [aj = — 26,1° 
e = 1,947%, l= 1, « 0,431°*, [x}1° 26,1° 


Wie man sieht, zeigen die gefundenen Werte auffallende Differenzen, 
die méglicherweise auf eine beginnende Zersetzung unserer Lésungen 
hinweisen. DaB Zersetzungserscheinungen fiir die Differenzen der Drehungs- 


* Mittel aus mindestens zehn Ablesungen. 





alas 





Dn ae ee Re 


EE 


ee et ee ee 





288 H. K. Barrenscheen u. W. Filz: 


werte verantwortlich sein kénnen, geht aus der Tatsache hervor, daB auch 
beim Aufbewahren im Ejisschrank schon nach 24 Stunden anorganisches 
Phosphat in der Lésung nachweisbar ist. Nachstehender Versuch, in dem 
wir eine kontinuierliche Abnahme der Drehung bei Aufbewahrung der Lésung 
im Polarisationsrohr in der Kalte beobachten konnten, scheint uns ein 
Beweis fiir diese Annahme zu sein. 


c = 3,095%, 1=1 


18. Februar: « 0,827 *, [ «22° z 26,7° 
19. ve x 0,815*, [a}2° = — 26,3° 
24. ss x 0,803", [a]?! — — 26° 

26. ~ a = — 0,789*, [«]32° = — 25,5° 
4. Marz: a = — 0,787*, [ «32° = — 25,4° 


Die Drehung der freien Saure zeigt iibrigens auffallende Uberein- 
stimmung mit der von Embden und Schmidt! ermittelten Drehung der 
Muskeladenylsiure in 10° ,iger Salzsiure, fiir welche — 26° angegeben 
werden. Alkalisierung hat auf den Drehwert keinen Einflu8, im Gegensatz 
zur Embdenschen Adenylsiaure (siehe nachstehenden Versuch). 


Freie Séure: c = 1,268°,, 1 = 1, «a = 0,311 *, [35° = — 24,58°. 
Lésung in n/2 NaOH: ¢ (auf freie Séure berechnet) = 1,268°,, / = 1, 
a= — 0,312*, [}?5° = — 24,61°. 


d) Physiko-chemische Untersuchungen. 


Die Leit/dhigkeitstitration, welche der eine von uns (Filz) gemeinsam 
mit Herrn Dr. Fritz Eirich im Institut fiir medizinische Kolloidchemie 
durchfiihrte, ergab fiir die freie Sdure die einer fiinfbasischen Sdure ent- 
sprechende Kurve. Zu gleichen Ergebnissen fiihrte die potentiometrische 
Titration. Auf diese sowie weitere Untersuchungen, welche auch fiir die 
Frage der Konstitution von Bedeutung sind, soll in einer eigenen Mitteilung 
zuriickgekommen werden. 

: e) Hydrolyse mit n HCl. 

Bei der Hydrolyse in n HCl nach Lohmann? wird die hinlanglich 
bekannte Kurve erhalten. Es ist uns jedoch nicht gelungen, trotz Aus- 
dehnung der Hydrolysezeit auf 1 bzw. 3 Stunden, zu einer restlosen Ab- 
spaltung zweier Phosphorsdurereste zu kommen, wie nachstehende Ta- 
belle I zeigt. 

Die Abspaltung betraigt in dem einen Versuch nach 60 Minuten erst 
rund 80°, in dem zweiten Versuch in der gleichen Zeit 74°, und erreicht 
nach dreistiidiger Hydrolyse 85°, der Theorie. Im iibrigen méchten wir 
bemerken, daB die Adenosintriphosphorsaéure gegen Mineralséuren auch bei 
Zimmertemperatur durchaus nicht absolut resistent ist. Wir beobachteten 
nach vierstiindiger Einwirkung von n Sailzsaure in der Kalte bereits eine 
Spaltung von 8,11°%. Diese Saéureempfindlichkeit diirfte auch mit eine 


* Mittel aus mindestens zehn Ablesungen. 
1 Zeitschr. f. phys. Chem. 181, 135, 1929. 
2 Diese Zeitschr. 202, 466, 1928; 208, 164, 1928. 
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Tabelle I. 





Og des 0» des 
Zeit mg-9 9 theoretisch Zeit mg-9/5 theoretisech 
in Minuten Phosphor abspaltbaren in Minuten Phosphor abspaltbaren 
Phosphors Phosphors 

1 0,332 6,57 1 1,169 18,0 

3 2,147 42,52 3 2,439 37,55 

5 2,836 56,16 5 3,074 47,32 

7 3,217 63,57 7 3,301 50,82 

15 3,917 77,56 15 4,334 66,72 

30 4,096 79,33 30 4,587 70,61 

60 4,038 80,0 60 4,810 74,05 

90 4,829 74,34 

120 4,988 76,79 

150 5,276 81,22 

180 5,540 85,28 

Veraschung 7,576 Veraschung 9,774 


Ursache fiir die Verluste bei der Darstellung sein, arbeiten wir doch nach 
unserer Methode fast durchwegs in mineralsauren Lésungen von nicht 
unbetrachtlicher Konzentration. 


Ill. Zur Natur der Kohlenhydratkomponente. 


Die Pentosenreaktionen mit Orcinsalzsiure und Phloroglucinsalzsiure 
werden von der Adenosintriphosphorsiure in typischer Weise gegeben. 
Speziell die Orcinreaktion erweist sich fiir die priparative Aufarbeitung als 
aiuBerst empfindliches Reagens auf die geringen, dem Praéparat noch an- 
haftenden Eisenspuren, die sich durch eine, der Bialschen Probe ent- 
sprechende griine Farbung verraten. 


Uber das Kohlenhydrat der Adenosintriphosphorsdiure liegt sonst 
einzig eine Analyse von Lohmann’ iiber Barium- und Phosphorgehalt 
eines Pentosephosphorsdureesters vor. Nach den Untersuchungen von 
Embden und Schmidt? ergibt die Muskeladenylsiure bei der Destillation 
mit 20° ,iger Salzsiure nach der Methode von Youngburg und Pucher® 
bzw. Hoffmann* nur Spuren von Furfurol. Wir kénnen diese Angaben 
Embdens, wie nicht anders zu erwarten, fiir unsere Adenosintriphosphor- 
siure vollauf bestaétigen. Wahrend wir nach der Methode von Hoffmann 
fiir Xylose 98,5°,, der Theorie als Furfurol wiederfinden konnten, ergab 
eine Reihe von Versuchen fiir die Adenosintriphosphorsdure nur gering- 
fiigige Spuren. Soweit eine quantitative Schitzung bei der notwendigen 
Verdiinnung der Standardfurfurollésung iiberhaupt zulassig ist, erhielten 
wir Werte fiir Furfurol, welche zwischen 3,12 und 6,2°,, der Theorie lagen. 
Es zeigt sich hier das gleiche Verhalten, wie es von Steudel und Wohinz® 
als charakteristisch fiir die t-Nucleinsiuren gefunden wurde. 


1 Diese Zeitschr. 233, 460, 1931. 

2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 130, 1929. 
3 J. of biol. Chem. 61, 741, 1924. 

4 Ebendaselbst 73, 15, 1927. 

5 Zeitschr. f. physiol. Chem. 200, 82, 1931. 
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Die fehlende Furfurolbildung veranlaBte uns, nach der Methode von 
Levene und London! — vierstiindiges Kochen mit 10°,iger Schwefelsaure 
bei 130° und nachfolgende Extraktion mit Ather im Mikroextraktions- 
apparat —- den Nachweis von Ldvulinsdure zu versuchen. Wohl erhielten 
wir nach Abdunsten des Athers einen zum Teil kristallinisch erstarrenden 
Riickstand, der stark sauer reagierte und eine intensive Jodoformreaktion 
ergab. Keine der iiblichen Reaktionen zum Nachweis der Lavulinséure 
gelang jedoch: weder die Uberfiihrung in das Silbersalz nach Tollens und 
Wehmer?, noch dic Darstellung des Semicarbazons nach Pechmann*, noch 
die Fallung des Phenylhydrazons nach E. Fischer* und Fittig®. Auch 
das von Neuberg und Mitarbeitern mit soviel Erfolg in die Chemie der 
intermediairen Abbaustufen der Glucose eingefiihrte 2, 4-Dinitropheny!- 
hydrazin, das mit reiner Lavulinséure nach unseren Erfahrungen auch noch 
in groBer Verdiinnung ein charakteristisches, orangegelb gefarbtes H ydrazon 
ergibt, lie8 uns bei unseren Versuchen vollkommen im Stich. 


Eine weitere Charakterisierung des Kohlenhydrats wurde auf Grund 
der fiir den Nachweis der Pentosen bzw. der Desoxyzucker iiblichen Farb- 
reaktionen versucht. Die Reaktion auf Desoxyzucker nach Kiliani® ergab 
in ihren drei Modifikationen durchgehend ein negatives Resultat. Wir 
haben weiter die von P. Thomas’ angegebene Farbreaktionen auf Pentosen 
sowie die von Dische® fiir das Kohlenhydrat der Thymonucleinsaure als 
charakteristisch angegebene Reaktion mit Diphenylamin-Schwefelséure an 
unseren Praparaten gepriift. Die Ergebnisse sind zwecks Vergleich mit den 
an verschiedenen Nucleinséurepriparaten und Embdenscher Muskeladenyl- 
sure, sowie an reinem Adenosin erhaltenen in vorstehender Ubersicht 
zusammengestellt. Charakteristisch erscheint uns fiir das Kohlenhydrat der 
tierischen Nucleinséuren und der Adenylsaéuren die zweiphasische Reaktion 
mit B-Naphthol nach Thomas. Das Auftreten eines violett- bis carminroten 
Ringes, der vor dem Eintritt der von Thomas als typische Pentosenreaktion 
angegebenen Blaufarbung beobachtet wird, kommt nur den t-Nucleinséuren 
und den beiden untersuchten Nucleotiden zu und deutet vielleicht auf eine 
von der Hefenucleinséiure verschiedene Bindung des Kohlenhydrats hin. 
Der negative Ausfall der Diphenylaminreaktion soll in seiner eventuellen 
Bedeutung in einem weiteren Abschnitt besprochen werden. 


IV. Umsetzung der Adenosintriphosphorsiure mit salpetriger Siure. 


Fiir die Auffassung iiber die Konstitution der Adenosintriphosphor- 
saure scheint in erster Linie die Frage nach der Stellung der Aminogruppe 
wesentlich zu sein. _Experimentell bieten sich hierzu zwei Méglichkeiten. 
Einmal das Studium der Einwirkung salpetriger Sdure und zweitens Versuche 
iiber fermentative Abspaltung der Aminogruppe. 


J. of biol. Chem. 81, 711, 1929; 83, 793, 1929. 
Liebigs Ann. 248, 314, 1888. 

Ber. 33, 37, 1900. 

Liebigs Ann. 236, 146, 1886. 

Ebendaselbst 299, 44, 1898. 

® Arch. f. Pharm. 234, 273, 1896; 251, 567, 1913. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 199, 10, 1931. 

® Mikrochemie 8, 4, 1930. 
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Die Einwirkung salpetriger Saéure auf Muskel und Hefeadenylsiure 
ist von Embden und Schmidt! bereits im Jahre 1929 veréffentlicht worden 
und ergab insofern eine Differenz, als nur aus Muskeladenylsaéure inosin- 
saures Barium als Reaktionsprodukt erhalten werden konnte. Quantitativ 
wurde die Abspaltung des Amidstickstoffs nach der van Slykeschen Methode 
fiir Hefe und Muskeladenylsaéure im Vergleich mit dem Co-Zymasepraparat 
von Myrbdck und Euler? bestimmt. Gegeniiber dem Glykokoll ergab sich 
eine wesentlich langsamere Abspaltung der Aminogruppe. Dagegen zeigten 
die drei Nucleotide untereinander keine wesentlichen Unterschiede in der 
Spaltungsgeschwindigkeit. Wir haben in gleicher Weise die Spaltung 
unserer Adenosintriphosphorséure quantitativ verfolgt. Die erhaltenen 
Ergebnisse sind des Vergleiches halber mit den von Myrbdck und Euler 
gefundenen Zahlen in nachstehender Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle ITI. 





°/) des Aminostickstofts abgespalten 








— der | ee 
4in- . “a Silbersalz der Adenosin- | 4 al. 
wirkungen og triphosphorsaure | Co-Zy- a. tet Glyko- 
in Minuten phorsiure — ee aa mase ere pee koll 
5 19,92 18,68 18,0 48,0 -- 39,0 100 
15 38,66 - — 68,0 64,0 81,0 _— 
30 60,39 -— —_ _ 67,0 _ — 
60 71,52 —_ 82,0 — — — 


Es zeigt sich, daB die Desaminierung der Adenosintriphosphorsdure 
wesentlich langsamer erfolgt als die der anderen Nucleotide. Wahrend von 
der Embden-Adenylséiure nach 15 Minuten bereits 81°, gespalten sind, 
zeigt die Adenosintriphosphorséiure zur selben 
Zeit nur eine Spaltung von rund 39°, nach 
1 Stunde sind rund 71°, der Saéure gespalten. 





w — t-— Die Verhaltnisse sind aus nebenstehender 
Kurve ersichtlich. 

DaB die Adenosintriphosphorsaure gegen- 
iiber der aus ihr durch Abspaltung zweier 
Phosphorsaurereste entstehenden Muskel- 
adenylsiure wesentlich langsamer gespalten 
wird, l4Bt daran denken, daB bei der Tri- 
phosphorsdure eine Besetzung baw. Maskierung 

Abb. 1. der Aminogruppe besteht, die erst allmdhlich 
Vergleich der NH,-Ab- unter dem EinfluB des Nitriteisessiggemisches 


spaltung nach van Slyke ° oa be . 
zwischen Adenosintri. %” Fretheit gesetzt und abgespalten wird. 


Wy -W in % 
8 


& 














phosphors&ure und Mus- Fiir eine derartige Annahme scheinen 
keladenylsadure . ss 
(Embden). unsere Ergebnisse zu sprechen, welche wir 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 181, 130, 1929. 
2 Ebendaselbst 198, 236, 1931. 
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bei der praparativen Aufarbeitung von Ansiitzen erhielten, welche 
entsprechend Embden und Schmidt sowie Myrbdck und Euler! auf- 
gearbeitet wurden. Wir bringen als Beispiel unseres Arbeitsganges 
nachstehenden Versuch. 


400 mg der freien Séure in 20 cem Wasser wurden mit 25 cem Eisessig 
und 2,5g Natriumnitrit versetzt. Nach vierstiindigem Stehen wurde das 
iiberschiissige Nitrit durch Zusatz von 5g Harnstoff zersetzt, filtriert, 
auf 100 cem verdiinnt und nach vorheriger Neutralisation mit Kalilauge 
mit 15cem Bleiessig gefallt. Der Bleiniederschlag wurde nach Absitzen 
iiber Nacht zentrifugiert, mehrmals gewaschen und mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Das Filtrat vom Bleisulfid wurde durchliiftet und mit Atzbaryt 
bis zur eben auftretenden Phenolphthalein-alkalischen Reaktion versetzt. 
Der massig ausfallende Barytniederschlag wurde zentrifugiert und wiederholt 
auf der Zentrifuge gewaschen. Zentrifugat und Niederschlag wurden 
getrennt verarbeitet. 


a) Isolierung von inosinsaurem Barium. 


Das Zentrifugat vom Barytniederschlag wurde am Wasserbad bis 
zur beginnenden Kristallisation eingeengt. Beim Stehen in der Kalte 
kristallisierte inosinsaures Barium in typischen Kristallen aus. Nach mehr- 
maligem Umkristallisieren aus heiBem Wasser wurden so im ganzen 81,2 mg 
inosinsaures Barium isoliert, das einwandfrei stimmende Analysen gab. 


3,566 mg Substanz, 2,906 cem n/100 HCl 











3,913 ,, - 3,102 ,, n/1l00 HCI 

4,567 ,, as 19,5 mg Ammon-Phosphormolybdat 
4,848 9 i 30.6 

N ; P 
6 0 e 0 
Berechnet fiir Cy 9H,,;0g.N,PBa 7'/,H,O. . 11,17 6,18 
Gefunden ck ee ee a eS ee «6 Le. de. } Se | 11,41 6,20 
{ 11,10 6,11 


Auf die angewandte Adenosintriphosphorséure umgerechnet, entspricht 
die gefundene Menge inosinsauren Bariums rund 18°, des Ausgangs- 
materials, doch ist dieser Wert mit Riicksicht auf die beim Umkristallisieren 
unvermeidlichen Verluste zweifellos zu niedrig. 


Das Auftreten von Jnosinsdure kann wohl nur so gedeutet werden, 
daB die Nitriteisessigbehandlung zu einer Abspaltung von Phosphorsdure 
fiihrt. Das ist nach unseren Erfahrungen tatsichlich der Fall. Wir 
konnten in allen unseren Versuchen das Auftreten anorganischer 
Phosphorsaure in betraichtlichen Mengen nachweisen. Insofern stehen 
unsere Befunde im Gegensatz zu denen von Lohmann. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 208, 143, 1931. 
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b) Aufarbeitung der Barytfdllung. 


Nach Lohmann entsteht unter der Einwirkung von Natriumnitrit- 
eisessig aus der Adenosintriphosphorsaiure die ,,Inosinpyrophosphor- 
siure. Die Desaminierung verliuft nach ihm ohne Abspaltung von 
Phosphorsaure. Leider gibt Lohmann in seiner Arbeit weder iiber die 
Art der Isolierung seiner Inosinpyrophosphorsaéure eine Angabe noch 
eine Analyse seiner Substanz. Wir haben uns vergeblich bemiiht, eine 
Inosinpyrophosphorséure zu erhalten. Was wir bei der Aufarbeitung 
unseres Barytniederschlags, in dem eine solche Inosinpyrophosphor- 
siure enthalten sein miiBte, erhielten, war Adenosintriphosphorsdure. 
Fir das Vorliegen einer ,,[Inosinpyrophosphorsaure* haben wir keinerlei 
Anhaltspunkte gefunden. 


Die nach Zerlegung des Bleiniederschlags erhaltene Bariumfallung 
wird nach vorhergehendem griindlichen Auswaschen in n Salpeterséure 
aufgenommen oder besser zuniéichst mit der eben notwendigen Menge 
Schwefelséure zerlegt. Nach Zentrifugieren vom Bariumsulfat wird mit 
Salpetersiiure auf einen Gehalt von 0,5n gebracht. Beim Versetzen mit 
Silbernitrat in salpetersaurer Lésung entsteht im Gegensatz zum Ausgangs- 
material nur eine minimale Opaleszenz. Erst auf Zusatz von Alkohol bis 
zu einem Gehalt von 75 Vol.-°,, fallt ein mikrokristallines Silbersalz der 
Adenosintriphosphorséure aus, das sich von dem Ausgangsmaterial ana- 
lytisch dadurch unterscheidet, daB 4 Silber in das Molekiil eingetreten sind. 
Die nach Waschen mit Alkohol und Ather und Trocknen im Vakuum bei 
100° iiber Phosphorpentoxyd erhaltene reinweiBe Substanz gibt auf ein 
Salz der Adenosintriphosphorsiure mit 4 Silbern stimmende Resultate. 


5,399 mg Substanz, 2,525 mg CO,, 1,034 mg H,O 





4,410 ,, ae 2,037 ., CO,, 0,705 ., H,O 
4,266 ., ss 2,258 cem n/100 HCl 
2,961 ., - 1,565 ,, n/100 HCl 
5,490 ., - 36,8 mg Ammon-Phosphormolybdat 
: 4,710 ,, 9 31,5 ., = 
c H N P 
0/, Ol5 ary 0 0 
Berechnet fiir ©) Hy, Oy3 N; Ps Agy 12,84 1,30 7,49 9,95 
Seles ceca nee em | | ae | 
| 12,60 1,79 7,41 9,71 


In seinen iibrigen Eigenschaften ist das so ausfallende Salz dem 
Ausgangsmaterial vollkommen gleich. Auch beziiglich der Spaltungs- 
geschwindigkeit nach van Slyke bestehen zwischen den beiden Salzen 
keine Differenzen, nach 5 Minuten sind aus beiden Verbindungen rund 
18°, der theoretisch abspaltbaren Menge NH,-N in Freiheit gesetzt 
(siehe auch die vorstehende Tabelle ITI). Dagegen scheint das 4-Ag-Salz 
wesentlich weniger lichtempfindlich zu sein. Ein weiterer Unterschied 
ergibt sich in der Léslichkeit. Gegeniiber dem Salz mit 3 Ag zeigt die 
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bei der Einwirkung von Eisessignatriumnitrit erhaltene 4-Ag-Verbindung 
eine wesentlich gréfere Léslichkeit in Wasser. Der Unterschied ist aus 
nachstehender Gegeniiberstellung zu ersehen. 


Tabelle IV. 
Léslichkeit der Ag-Salze in Leitfaihigkeitswasser (Mol pro Liter). 





Salz mit 3 Ag Salz mit 4 Ag 
2,5.10-% 4.10% 
Lésung kolloidal milchig Lésung schwach opaleszierend, fast 


vollkommen klar 


Die Lésungen beider Salze reagieren sauer. Die Ausbeuten an der 
4-Ag-Verbindung schwankten in den Versuchen, in welchen wir eine quanti- 
tative Aufarbeitung durchfiihrten, zwischen 23,67 bis 26.26 bis 32,82°,, 
bezogen auf die in Arbeit genommene Menge des 3-Ag-Salzes. Mit Ein- 
rechnung der Ausbeuten an Inosinséure haben wir regelmaBig rund 50” , 
unseres Ausgangsmaterials in Form dieser Derivate zuriickgewinnen kénnen. 


DaB die Nitrit-Eisessigeinwirkung hier zu einer konstitutionellen 
Verdnderung des Molekiils gefiihrt haben muB, geht daraus hervor, 
daB die aus der 4-Ag-Verbindung hergestellte freie Sdure, bei der Leit- 
fahigkeits- und der potentiometrischen Titration sechs OH-Gruppen 
anzeigt. | 

Auf die Auswertung dieser Befunde soll im Zusammenhang mit 
den Ergebnissen fermentativer Spaltungsversuche spater eingegangen 
werden. 


V. Spaltungsversuche mit Adenylsiuredesaminase. 


Durch die Untersuchungen von Schmidt! aus dem Embdenschen 
Laboratorium ist die bemerkenswerte Tatsache festgestellt worden, 
da® aus Muskel ein spezifisches, auf die Desaminierung der Muskel- 
adenylsaure eingestelltes Ferment darstellbar ist, das sich durch Adsorp- 
tion an Tonerde weitgehend reinigen laBt. Die Spezifitat dieses Ferments 
fiir die Adenylsiure des Muskels ist durch eine Reihe von Unter- 
suchungen von Schmidt einwandfrei festgestellt worden. Weder Hefe- 
adenylsiure noch Adenosin werden durch das Ferment angegriffen. 

Wir haben mit derartigen nach Schmidt hergestellten Ferment- 
praparaten (Extrakt B nach Schmidt), sowohl mit dem nativen Extrakt 
als auch mit dem durch Adsorption an Tonerde-Cy nach Willstdtter 
und nachfolgende Elution mit sekundirem Natriumphosphat gereinigtem 
Ferment, eine Reihe von Versuchen iiber die Desaminierung unserer 
Adenosintriphosphorsaiure angestellt. Zur Kontrolle der Wirksamkeit 
unserer Fermentpraparate wurde gleichzeitig die Desaminierung der 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 179, 243, 1928. 
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Muskeladenylsaiure gepriift?. Auch ein Hefe-Co-Zymasepriparat vom 
Reinheitsgrad A Co 60000, das wir der Liebenswiirdigkeit von Herrn 
Prof. H. von Euler in Stockholm verdanken, wurde mit in den Bereich 
der Untersuchungen gezogen. 

Wie sich aus nachstehender Zusammenstellung ergibt, ist das 
gegeniiber der Adenylsdure voll wirksame Fermentpraparat, gleichgiiltig, 
ob der native Extrakt oder das Eluat der Tonerdeadsorption verwendet 
wurde, gegeniiber der Adenosintriphosphorsdure unwirksam. Es wurden 
Praparate sowohl aus der Verbindung mit 3 Silber als auch aus der mit 
4 Silber verwendet; auch die Hulersche Co-Zymase wird von Adenyl- 
sduredesaminase aus Muskel nicht angegriffen. 


Tabelle V. 








mg NH; abge spalten nach 60 Min. 





Adenosin- | Adenosin- 


Versuch Muskeladeny|lsi&ure Euler sche triphos- triphos- 
Embden Co-Zymase_ phorsture | phorsiure 
3 Ag 4Ag 
i a ‘ _ 115mg 1,84mg _ 
Extrakt B nach Schmidt . _ 6 6 — 
Eluat aus Tonerde-(Cy) | 
ad hee 9 fe ee ~ 6 7] - 
27. II. 1982. . 7,775 mg — 10 mg 10 mg 
Extrakt B nach ‘Schmidt . —_ _ @ 6 
Eluat aus Tonerde-(Cy) 1 
SEE. Ge oe 0,1133 — 36,4 % _ 0 
1. IIT. 19382. . 10,84 mg — 15mg _ 
Extrakt B nach ‘Schmidt . 0,248 —— 60,11 °, — 7 _ 
Eluat aus Tonerde-(Cy) 
adsorption ...... 0,196 — 47,6 °, — 6 — 


Das vollkommen negative Ergebnis unserer Fermentversuche ist 
auffallend. Will man nicht annehmen, daB bei der “Abspaltung der 
beiden Phosphorsdurereste aus der Adenosintriphosphorsaure gleich- 
zeitig eine Anderung im Aufbau der Molekiils statthat, etwa in dem Sinne, 
daB eine der Hefeadenylsiure oder der Eulerschen Co-Fermentadeny!- 
siure analoge Konstitution der Adenosintriphosphorsaéure in die dem 
Ferment zugingliche Struktur der Muskeladenylsiure iibergeht, so 
‘bleibt die Annahme iibrig, daB in der Adenosintriphosphorsiure die 
Aminogruppe in irgendeiner Weise besctzt ist, eine Annahme, auf die 
schon die Ergebnisse unserer Untersuchungen tiber die Desaminierungs- 
geschwindigkeit nach van Slyke hingewiesen haben. 

Als Unterstiitzung fiir eine derartige Annahme méchten wir nun 
die Ergebnisse nachstehender Untersuchungen ansehen. 


1 Herrn Prof. Dr. Gustav Embden sind wir fiir die freundliche Uber- 
lassung der Muskeladenylséure zu groBem Dank verpflichtet. 
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Von Jacobsen' ist in jiingster Zeit tiber das Ergebnis einer Reihe 
von Versuchen berichtet worden, durch welche in der Leber das Vor- 
kommen einer spezifisch auf die leicht sdiurehydrolysierbare ,,Pyro- 
phosphatfraktion* eingestellten ,, Pyrophosphatase™ sichergestellt wurde. 
Wahrend von dieser ,,Pyrophosphatase die in Form des Barytnieder- 
schlags verwendete ,,Pyrophosphatfraktion’’ der Erythrocyten aiuBerst 
rasch gespalten wird, werden von dem gleichen Ferment anorganisches 
Pyrophosphat oder andere organische Phosphorséureester wenig oder 
gar nicht angegyffen. 

Ausgehend von der Vorstellung, daB méglicherweise die Phosphor- 
siurereste die Aminogruppe blockieren, haben wir nun Versuche unter- 
nommen, in denen wir auf unsere Adenosintriphosphorsaurepraparate 
gleichzeitig den nach Jacobsen dargestellten Leberextrakt und Des- 
aminase nach Schmidt einwirken lieBen. 


Versuch 9. Marz 1932. 
Kontrolle: 1cem Desaminaselésung (Extrakt B nach Schmidt), 
5 ,, Acetatpuffer, px 5,77, 
4 ., Wasser; 
ferner a) 10,624mg Muskeladenylséure (Embden), 
b) 15,48 ,, Adenosintriphosphorsaéure. 
Versuch: 2cem Desaminaselésung (Extrakt B nach Schmidt), 
2 ,, Leberextrakt (nach Jacobsen), 
10 ,, Acetatpuffer, px 5,77. 
5 ., Wasser, 
30,95 mg Adenosintriphosphorsaure. 
NH,-Abspaltung nach 60 Minuten (37°). 
Kontrolle: a) 0,129 mg = 30,2 °,, 
b) 6 
Versuch: 0,2975 mg = 35,62 °%. 
P-Abspaltung 1,389 mg = 37,53°,. Verhaltnis N:P = 


{| 
_ 
bo 
. 
—_ 


Versuch 11. Marz 1932. 


Kontrolle: 1 cem Desaminaselésung (Extrakt B nach Schmuit). 
5 ,, Acetatpuffer, px 5,77, 
4 ., Wasser; 
ferner a) 11,533 mg Muskeladenylsiure (Embden), 
b) 15,06 ., Adenosintriphosphorsaure. 
Versuch: 2ccm Desaminaselésung (Extrakt B nach Schmidt), 
2 ,, Leberextrakt (Jacobsen), 
10 ,, Acetatpuffer, px 5,77, 
3 ., Wasser, 
30,12 mg Adenosintriphosphorsaure. 
NH,-Abspaltung nach 60 Minuten (37°). 
Kontrolle: a) 0,1566 mg = 33,67 °%,, 
b) 6 
Versuch: 0.356 mg = 42,82%). 
P-Abspaltung 1,576 mg = 42,76°,. Verhiltnis N:P = 1:2. 





1 Diese Zeitschr. 242, 292, 1931. 
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Wie sich aus den vorstehenden Versuchen einwandfrei zeigt, bewirkt 
dis Kombination beider Fermente eine gegeniiber der Desaminierung der 
Adenylsaiure nicht nur nicht nachstehende, sondern diese sogar iiber- 
treffende Desaminierung. Der Verfolg der Phosphorsiureabspaltung 
zeigt, daB die Abspaltung der Phosphorsdure der Desaminierung parallel 
geht. Das Verhdltnis P: N entspricht in beiden Versuchen dem von der 
Theorie erwarteten Verhaltnis 2: 1. 


VI. Versuche mit Lebernucleophosphatade. 


Fiir die Frage der Konstitution der Adenosintriphosphorsaure 
schien es nicht unwesentlich, das Verhalten des Nucleotids gegeniiber 
den Nucleotidasen, jenen Fermenten oder Fermentkomplexen, welche 
aus Nucleinsiuren bzw. Nucleotiden den Phosphorséurerest abspalten, 
zu untersuchen. Fiir unsere Versuche kam ein Fermentpraparat aus 
Schweinsleber in Verwendung, das entsprechend den Angaben von 
Deutsch! hergestellt war und dessen Wirksamkeit an Thymusnuclein- 
sdure® gepriift wurde. Wahrend wir gegeniiber der Nucleinsiure eine 
deutliche Wirkung nachweisen konnten, wurde die Adenosintriphosphor- 
siure nicht angegriffen (siehe nachstehenden Versuch). 


Kontrolle: 10 cem 4° ig. thymonucleinsaures Na [P = 7,5° )], 
5 .. mn Ammoniak-Ammonchloridpuffer 1: 1, 
5 ,, Wasser, 


5 ,, Fermentlésung (durch fallen beim isoelektrischen Punkt 
gereinigt). 


Versuch: l10ccem 3,14° ig. adenosintriphosphorsaures Na, 
5 ,, n Ammoniak-Ammonchloridpuffer 1: 1, 
5 ., Wasser, 
5 ,, Fermentlésung (durch Fallung beim isoelektrischen Punkt 
F gereinigt). 
Spaltung nach 3 Stunden 30 Minuten: 
Kontrolle: abgespaltene Phosphorsaure 4,125 mg; P = 13,75 °% der 
Theorie. 


Versuch: abgespaltene Phosphorséure = @. 


VII. Darstellung der Adenosintriphosphorsiure aus Erythrocyten. 


Mit der gleichen Methode, wie sie fiir den Muskel geschildert wurde, 
haben wir auch versucht, die Adenosintriphosphorsiure aus mensch- 
lichem Blut darzustellen. Die Ausbeuten waren hier jedoch weit unter 
der Theorie. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 171, 264, 1927; 185, 146, 1929; 186, 11, 1929. 
; 2 Herrn Dr. Thecdor Leipert sind wir fiir die Uberlassung des Praparats 
zu Dank verpflichtet. : 
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Das bemerkenswerte Ergebnis dieser Versuche, welche auch auf 
andere Organe ausgedehnt werden sollen, scheint uns die Tatsache zu 
sein, daB die aus Erythrocyten dargestellte Adenosintriphosphorsdure 
primar nur in Form ihres Salzes mit 4 Silber erhalten werden konnte. 


4,229 mg Substanz, 2,24 ccm n/100 HCl 





9,556 ,, ” 5,01 ,, n/100 HCl 
4,520 ,, % 30) mg Ammon-Phosphormolybdat 
5,686 ,, 99 38,4 ., ’ 
N 4 
0 0 


Berechnet fiir Cho Hy» Ors Ns Ps Ag, 


7,49 9,95 
Se ee ee ee ee ee ee 7.4 I 9,64 
\ 7,50 9,81 


Auf die Méglichkeit, daB die Adenylsiuren der einzelnen Organe 
verschieden sein kénnten, ist bereits von Lohmann hingewiesen worden. 
Wir sehen in unserem Befund eine experimentelle Bestaitigung dieser 
Anschauung. 

DaB die Co-Fermentadenylsauren der einzelnen Organe chemisch 
different sein miissen, zeigten uns auch Versuche, welche nach unserer 
Methode die Adenylsiure aus der lebenswarm unter Trichloressigsiure 
verriebenen Hundeleber zu erhalten trachteten. Das Ergebnis war 
hier vollkommen negativ, die bei der Muskulatur so erfolgreiche Fallung 
iiber das Calcium- bzw. Kupfersalz ergab bei weiterer Verarbeitung 
iiberhaupt keinen Niederschlag mehr. Es scheint, daB auch die Fallungs- 
methode, worauf schon unsere Ergebnisse am Blut hindeuteten, von 
Organ zu Organ neu zu gestalten sind. 

DaB den chemischen Differenzen auch Differenzen der biologischen 
Wirkung entsprechen, glauben wir in einer weiteren Reihe von Arbeiten 
zeigen zu kénnen. 


VIUTI. Diskussion der Ergebnisse. 


Welche Schliisse erlauben nun unsere bisherigen Ergebnisse fiir 
die Auffassung von der Konstitution der Adenosintriphosphorsiure / 

Beziiglich des Kohlenhydrats michten wir die Meinung vertreten, 
daB der negative Ausfall unserer Versuche zur Isolierung von Lavulin- 
siure nicht in dem Sinne zu werten ist, daB das Kohlenhydrat der 
Adenosintriphosphorsiure von dem der Thymusnucleinsaure verschieden 
sein muB. Im Gegenteil spricht der Ausfall der Reaktion mit $-Naphthol 
nach Thomas fir eine gleichartige Bindung, wenn nicht fiir eine Identitat 
des Kohlenhydrats. Das Auftreten des roten bzw. violetten Ringes, 
den wir sowohl bei unseren Praparaten als auch bei der Adenylsaure, 
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der Thymonucleinsiure und der tierischen Nucleinsiure beobachten 
konnten, wahrend er bei der Hefenucleinsaéure fehlt, 14Bt den SchluB 
ziehen, daB hier weitgehende Analogien in der Verkniipfung des Kohlen- 
hydrats, vielleicht auch im Kohlenhydrat selbst, bestehen miissen. 
Dem negativen Ausfall der Diphenylamin-Schwefelsiurereaktion nach 
Dische ist in dieser Hinsicht keine Bedeutung zuzumessen. Wir ver- 
weisen diesbeziiglich auch auf die Untersuchungen von Bielschowsky 
und Siefken-Angermann’?. 

Etwas weiter haben uns, wie wir glauben, unsere Untersuchungen 
iiber die Stellung der beiden Phosphorsaurereste und iiber die Amino- 
gruppe gefiihrt. Nach den Anschauungen von Lohmann sind 2 Phosphor- 
siurereste der Adenosintriphosphorsiure in Form der Pyrophosphor- 
sdure praformiert. Der SchluB Lohmanns griindet sich in erster Linie 
auf die Tatsache, daB bei der Hydrolyse mit Baryt 2 Phosphorséurereste 
als Pyrophosphorséure abgespalten werden, ferner auf den Nachweis 
der Pyrophosphorsiure in der Muskulatur verschiedener Tierarten 
(Kaninchen, Frosch und Krebs) und in der Hefe. Wir haben uns seiner- 
zeit? vergeblich bemiiht, bei der Aufarbeitung auch groBer Mengen 
Blutes anorganische Pyrophosphorséure nachzuweisen. In _ welcher 
Form die Pyrophosphorsiure an die Adenylsiure gebunden sein soll, 
dariiber auBert sich weder Lohmann noch Meyerhof*. Die Formel, 
welche Meyerhof provisorisch fiir die Adenosintriphosphorséure auf- 
stellt, liBt die Frage nach irgendeinem Zusammenhang der Pyro- 
phosphorséure mit dem Adenylsaurerest vollkommen offen. 

Wenn wir zunachst unsere Ergebnisse beriicksichtigen, welche der 
zeitliche Verfolg der Abspaltung der Aminogruppe nach van Slyke und 
die praparative Aufarbeitung der Umsetzung der Adenosintriphosphor- 
siure mit Eisessignitrit ergeben haben, so méchten wir daraus den 


‘Schlu8 ziehen, daB, entgegengesetzt der Annahme von Lohmann, in 


der Adenosintriphosphorsiure die Aminogruppe nicht ohne weiteres 
nach van Slyke abspaltbar ist. Die Differenzen in der Spaltungsgeschwin- 
digkeit der Adenosintriphosphorséure und der Muskeladenylsaiure sind 
derartig, daB sie unseres Erachtens unbedingt fiir eine Besetzung der 
Aminogruppe sprechen, die erst allmahlich in Freiheit gesetzt wird. 
Fiir eine derartige Annahme spricht zunachst die Tatsache, daB wir 
in allen unseren Versuchen das Auftreten von anorganischer Phosphor- 
sdure nachweisen konnten. Fiir die Annahme spricht ferner der einwand- 
freie Nachweis von Inosinsdéure. DaB die Eisessignitritbehandlung 
zunachst zu einer Spaltung und Aujflockerung des Molekiils fiihrt, zeigt 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 207, 210, 1932. 
2 Diese Zeitschr. 230, 330, 1931. 
3’ Naturwissensch. 1931, S. 932. 
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weiter die Tatsache, daB es gelingt, bei der Aufarbeitung dieser Ansitze 
unter sonst vollkommen analogen Bedingungen zu einer von dem 
Ausgangsmaterial verschiedenen Silberverbindung zu kommen. Wenn 
wir die Tatsache beriicksichtigen, da die aus der urspriinglichen 
3 Silberverbindung hergestellte freie Siure bei der Leitfaihigkeits- und 
potentiometrischen Titration fiinf OH-Gruppen anzeigt, wahrend die 
freie Saure dieses 4-Silbersalzes deren sechs nachweisen laBt, so ist 
dieses Ergebnis wohl nur so zu deuten, daB durch die Lisessignitrit- 
behandlung eine esterartige Bindung eines Phosphorséurerestes auj- 
gespalten wurde. 

Beriicksichtigen wir weiter die Ergebnisse unserer fermentativen 
Spaltungsversuche, so zeigt sich hier ein vollkommenes Versagen der 
Muskeldesaminase gegeniiber der Adenosintriphosphorsiure. Erst die 
fermentative Abspaltung zweier Phosphorsiurereste laBt auch die 
Aminogruppe fiir den Angriff des Ferments frei werden. 

An sich wiirde die Nichtangreifbarkeit der Adenosintriphosphor- 
siure durch die Muskeldesaminase noch keinen Beweis fiir eine Be- 
setzung der Aminogruppe geben, da wir wissen, daB das Ferment durch 
eine grobe Strukturspezifitat ausgezeichnet ist. Auf der anderen Seite 
méchten wir aber aus dem Zusammenhalt der chemischen Spaltungs- 
versuche mit Eisessignitrit und der Kombinationsversuche mit Des- 
aminase und Leberpyrophosphatase den SchluB ziehen, dap die Amino- 
gruppe in der Adenosintriphosphorsdiure durch zwei Phosphorsdurereste 
besetzt ist. 

Wir kommen auf diese Weise zu nachstehender Formulierung, 
welche in den seinerzeit von Langheld! dargestellten [minopyrophosphor- 
sduren ihr Analogon hatte. 


OH 
PO 
/ OH 
N=C—N 
OH 
P—O 
OH 
H OH OH H OH 
HE © N c—C C——C.CH,.0.P=0 
\ | H H OH 
_______()—- 
CH 
N-—C N’ 


Die Veresterung des einen Phosphorsiurerestes an der primaren 
Alkoholgruppe ist in unserer Formel ebenso willkiirlich wie die 
Schreibung des Kohlenhydrats als einer normalen Pentose. 


1 Ber. 48, 1857, 1910; 44, 2076, 1911. 
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Eine derartige Formulierung, die wir durchaus nicht als endgiiltig 
bezeichnen wollen, wiirde nun auch die gefundenen Unterschiede der 
freien Sdure aus dem 3- und 4-Silbersalz zwanglos erklaren. Man kénnte 
sich, wie nachstehende Formelbilder zeigen, den Unterschied zwischen 
beiden Verbindungen am einfachsten derart erklaren, daB in der aus 
der 3-Silberverbindung hergestellten Saure ein an der Aminogruppe 
haftender Phosphorsdurerest esterartig mit einer Hydroxylgruppe des 
Kohlenhydrats verkniip{t ist (1), waihrend in der aus dem 4-Silbersalz 
dargestellten Saure eine Aufspaltung dieser Esterbindung erfolgt ist (II). 


I. 
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Eine derartige Formulierung kénnte in der Saure des 3-Silbersalzes 
die stabile, in der des 4-Silbersalzes die labile reaktionsfahige Modifika- 
tion darstellen. Tatsaichlich unterscheiden sich, wie in einer Reihe 
folgender Arbeiten gezeigt werden soll, beide Modifikationen auch in 
ihrer biologischen Wertigkeit. 
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Die Bildung von Pyrophosphat aus einer Verbindung derartiger 
Konstitution lieBe sich durch Spaltung unter Aufnahme der Elemente 
des Wassers nach folgendem Schema einwandfrei erklaren. 


+H,O0 /OH OH 
sP=0 P=—0 
; OH / OH 
N=C—N — N-C—NH, + 0 
OH OH 
PO P= 
OH OH 


Auch fiir die Rolle der Phosphorylierung, an welcher die Adenosintri- 
phosphorséure zweifellos Anteil hat, wiirde die hier vorgeschlagene 
Formulierung eine verstandliche Erklarung im Sinne des nachstehenden 
Schemas geben kénnen. 


+R.OH /OH JOH 

PO +R.O. PO 

) OH OH 
N=C——_—_N/ —> N=C—N H, | 

\ OH OH 

+R.OH ‘PO +R.0.P=0 

OH SOH 


In ahnlicher Weise lieBe sich die zweifellos bestehende Rephosphory- 
lierung der Adenylsiure zur Triphosphorsaure erklaren. 

Inwieweit eine derartige Formulierung der Konstitution und des 
Wirkungsmechanismus der Adenosintriphosphorsiure den Tatsachen 
gerecht wird, wollen wir dahingestellt sein lassen. Bei dem heutigen 
Stande unserer Kenntnisse glauben wir, daB sie am ehesten den Tat- 
sachen gerecht wird. Modellversuche und Versuche synthetischer 
Natur sollen dariiber weitere Klarheit schaffen. 


IX. Zusammenfassung. 

1. Es wird eine auf der Fdllung mit alkalischer Calciumchlorid- 
lisung bzw. mit Kwpferacetat-Natriumacetat aufgebaute Methodik zur 
Darstellung der Adenosintriphosphorsdure aus gréBeren Mengen Musku- 
latur beschrieben. 

2. Das aus Warmbliitermuskulatur dargestellte Silbersalz der 
Adenosintriphosphorsiure von der Formel C,)H,,;0,,N;P;Ag, wird in 
seinen analytischen und sonstigen Daten festgelegt. 

3. Untersuchungen iiber die Kohlenhydratkomponente ergaben bei 
der Destillation mit Salzsiure nach Ho/fmann nur eine minimale Aus- 
beute an Furfurol, Laévulinsdure konnte in diesen Versuchen nicht ge- 
faBt werden. 

4. Die Spaltungsgeschwindigkeit der Adenosintriphosphorsiure mit 
Eisessignitrii nach van Slyke ist wesentlich geringer als die der Maskel- 
adenylsiure von Embden. 
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5. Bei der praparativen Aufarbeitung derartiger Spaltungsversuche 
mit Eisessignitrit wurden anorganische Phosphorsdure und Inosinsdure 
nachgewiesen. Die Bildung einer Inosinpyrophosphorséure konnte 
nicht beobachtet werden, dagegen lieB sich auch nach vierstiindigem 
Einwirken von Eisessignitrit Adenosintriphosphorséure isolieren. 

6. Die nach Fisessignitriteinwirkung isolierte Adenosintriphosphor- 
sdureé nimmt im Gegensatz zum Ausgangsmaterial bei sonst gleicher 
Darstellungsweise vier Molekiile Silber auf. Vom Ausgangsmaterial 
unterscheidet sich diese Verbindung auBer durch ihre erheblich gréBere 
Léslichkeit noch dadurch, daB in der potentiometrischen und Leitfdhig- 
keitstitration sechs titrierbare OH-Gruppen nachweisbar sind, wahrend 
die urspriingliche Saiure deren nur fiinf ergibt. 

7. Muskeldesaminase (Extrakt B nach Schmidt) sowie gereinigte 
Desaminase spalten aus den beiden Adenosintriphosphorsduren kein 
Ammoniak ab. Kombiniert man Adenylsduredesaminase mit Pyro- 
phosphatase nach Jacobsen, so findet sich gleichzeitig mit der Phosphor- 
sdureabspaltung auch Ammoniakabspaltung. Die abgespaltene Menge 
Phosphor steht zu der abgespaltenen Menge Stickstoff in dem Verhdlt- 
nis 2: 1. 

8. Durch Lebernucleophosphatase nach Deutsch findet keine Phos- 
phorsaureabspaltung aus Adenosintriphosphorsaure statt. 

9. Aus Erythrocyten (Mensch) konnte nur eine der 4-Sibersdure 
entsprechende Adenosintriphosphorsaure isoliert werden. Verarbeitung 
von Leber nach der Methode der Muskelaufarbeitung ergab ein voll- 
kommen negatives Resultat. 

10. Auf Grund der bisher erhaltenen Resultate wird eine Formel 
der Adenosintriphosphorsdure diskutiert, nach der 2-Phosphorsdurereste 
mit der Aminogruppe des Adenins nach Art einer /minopyrophosphor- 
sdure verkettet sind. 


Die Durchfiihrung der Arbeit, speziell die praparative Aufarbeitung 
gréBerer Muskelmengen ist uns durch die Mittel, welche der eine von 
uns ( Barrenscheen) aus der Ella Sachs- Plotz Foundation zur Anschaffung 
einer groBen Zentrifuge erhielt, erméglicht worden. Wir méchten auch 
an dieser Stelle fiir diese wesentliche Unterstiitzung unseren Dank 
aussprechen. 
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Uber Gurwitschstrahlen bei einfachen chemischen Reaktionen. 


Von 


L. K. Wolff und G. Ras. 
(Aus dem Hygienischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 
(Eingegangen am 24. Mai 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Al. Gurwitsch teilt in der zweiten Autlage seines (Buches mit, dai 
verschiedenen Gelehrten der Nachweis von mitogenetischen Strahlen 
gelungen ist bei Fermentreaktionen und bei einigen langsamen Reak- 
tionen, bei denen Oxydation im Spiele ist. 

Wir haben nun untersucht, ob sich auch bei anderen einfachen 
langsamen Reaktionen mitogenetische Strahlen nachweisen lassen. 
Dies ist tatsichlich der Fall: ein Zinkstab in Bleiacetat gab eine sehr 
deutliche Wirkung, ebenso ein Zn-Stab in Cd-Acetat und ein Zn-Stab 
in CuS O,-Lésung. Wir haben darauf noch einfachere Reaktionen zum 
Gegenstand unserer Untersuchung gewahlt, und zwar die Reaktion: 


NaOH + HCl = NaCl + H,O. 


Falls sich hierbei mitogenetische Strahlen nachweisen lieBen, war die 
Vorhersage nicht zu gewagt, daB sie wohl bei jeder chemischen Reaktion 
ausgesandt werden. 

Zum Nachweis benutzten wir die Vermehrung von Kokken, die 
durch bestimmte Strahlen eintritt. Dieser Nachweis ist uns auch tat- 
sichlich zweifelsfrei gelungen, und wir haben sogar das Spektrum der 
mitogenetischen Strahlen bei der angefiihrten Reaktion bestimmen 
kénnen. 

Methodik. 

Wir haben stets mit Staphylokokken in Bouillon gearbeitet; mit 
Hilfe der Mikrotechnik nach Wright haben wir eine etwaige Vermehrung 
der Kokken nachweisen kénnen!. Bei Zimmertemperatur tritt wahrend 
der ersten Stunden nach dem Einbringen der Kokken in die Bouillon 
von selbst keine Vermehrung auf. Die Schwierigkeit all dieser Versuche 


1 Zentralbl. f. Bakt., I. Abt., Originale 128, 257. 
Biochemische Zeitschrift Band 250. 20 
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liegt wohl darin, daB man die richtige Strahlenmenge geben muB, 
wenn man einen positiven Effekt erhalten will; gibt man zu wenig, 
so bemerkt man nichts, zu viel Strahlen verhindern jedoch auch den 


Effekt!. Zum Nachweis der mitogenetischen Strahlen, die bei der 


Reaktion NaOH + HCl auftreten, haben wir von zwei Methoden 
Gebrauch gemacht: 

1. Ein Reagensrohr aus Quarz, das neben die Kiivette mit der 
Bakterienbouilion gestellt war, haben wir mit n NaOQH-Lésung zur 
Halfte gefiillt, darauf eine gleiche Menge n HCl zugefiigt und diese 
Behandlung 15- bis 30mal wiederholt; der beste Effekt wurde bei 20- 
bis 25maliger Wiederholung erhalten. 

2. In einer Kiivette mit Wanden aus Quarzplittchen haben wir 
drei kleine Offnungen angebracht und haben sie mit zwei Quarz- 
kapillaren mit n HCl bzw. n NaOH durchstrémt und das Gemisch 
aus dem dritten Réhrchen abflieBen lassen. Man erhalt auf diese Weise 
eine kontinuierliche Strahlung, die nach Gurwitsch weniger giinstig ist. 
Meistens muBten wir so 4 bis 5 Minuten bestrahlen, um einen Effekt 
zu bekommen. 


Im folgenden ist eine Reihe von Versuchen wiedergegeben. 


I. Kontrolle (Mittel von 12 Versuchen) 30; ped , Kolonien 
20mal bestrahlt (_,, m Ss - ) 41] 98 

II. Dauerbestrahlung: 
Kontrolle (Mittel von 10 Versuchen) 104'/, 
4 Minuten bestrahit (..  -_ s ) 1048/,, 
Fh 's om CS i ae om ) 109 
5 re ve a a 9 o ) 151 
Kontrolle nach 4 Stunden 104,2 

ILI. Dauerbestrahlung: 
Kontrolle (Mittel von 3 Versuchen) 107'/, 
4 Minuten bestrahlt ( ., —_— & ) 126 
5 . or eee ee =~. ae 
6 4s ne. eee i ae. 


In diesem Versuch ist der nachteilige Einflu8 von zu langer Bestrahlung 
deutlich erkennbar. 


IV. Je 1 Minute dauerbestrahlt und nach jeder Bestrahlung 10 Minuten 


gewartet : 
Kontrolle (4 Versuche) . .. . 98 
3x1 Minute bestrahlt .... 96 
ext ss ee irtnca S oe 
5x1 a Mi it. 8 ae ee 


1 Fiir die néhere Methodik sehe man unsere Arbeit in Zentralbl. f. Bakt. 
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s, V. Reagensglas mit NaOH und HC! gefiillt; nach jeder Fiillung (bis 
z, insgesamt zehnmal) Bakterien entnommen; alles Mittelwerte von 
n vier Versuchen: 
- Kontrolle . . 99 CMe. cas 
Sree © ue ts: oe, 
n 2 982/, << + «so » ee 
3 101 a) 4c ds 
© tm. % 5 wi Ma oc 3 
Daa oes Ox 
ir . . . . 
- Hier 1aBt sich also erst nach zehnmaliger Bestrahlung tiberhaupt eine 
) Wirkung erkennen. 
). 
VI. Wie V.: 
Kontrolle . . 20°, imal... . . OPK 
ir Smal. .. . 20'/; er 
* ORR plies 2 TS ees 
h “oe Sa... Sh 
ns ss es ee a 
e , : 
' Hier liegt der Maximaleffekt bei 18- bis 20maliger Bestrahlung. 
t An diese Versuche schloB sich die Bestimmung des Spektrums an. 
Fiir die Bestimmung des Spektrums der Strahlung haben wir kleine 
GefaBe mit Kulturen iiber das Gebiet der verschiedenen Wellenlangen 
verteilt, indem wir ein Reagensrohr aus Quarz 
vor die Offmung des Quarzspektrographen 
(Mediumquarzspektrograph von Hilger) 
brachten und nun an Stelle der photo- 
graphischen Platte ein Stiick Glas einsetzen, 
in welches 15 bis 18 vertikale Rillen ein- 
geschliffen waren und das im ganzen mit Abb. 1 
einem Quarzdeckglas bedeckt war; Glas und 
Quarz wurden mit Vaseline zusammengehalten; jede Rille hatte einen In- 
halt von ungeféhr 20cmm (siehe Abbildung). Die so entstehenden Ge- 
faBe wurden wieder mit Kokken in Bouillon beschickt. 
Mit Hilfe einer Wellenlangenskala konnten wir bestimmen, welchem 
Platz der Skala jede der Rillen entsprach. 
Wir fanden auf diese Weise (in sieben Versuchen) zwei deutliche 
Banden, die zwischen 1960 und 1990 A bzw. zwischen 2260 und 2300 A 
liegen. Eine dritte Bande ist schwacher und wurde nur in einigen 
g Versuchen beobachtet (2070 bis 2090 A). 
n Zusammenfassung. 


Gurwitsch-Strahlen entstehen bei einfachsten Reaktionen wie der 
Neutralisierung von Natronlauge durch Salzséure; ihre Existenz wie 
ihre Wellenlange lassen sich mit Hilfe von Kokkenkulturen in Bouillon 
feststellen. 


20* 
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Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes 
von kristallisiertem Bence-Jones-Eiweib. 


Von 
Otto Jervell und Ragnar Nicolaysen. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Oslo.) 
(Eingegangen am 25. Mai 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In der Literatur findet man nur wenige Bestimmungen des iso- 
elektrischen Punktes von Bence-Jones-EiweiB angefiihrt. 

Hewitt (1) fand ihn bei pa 5,5 bis 6,0, bestimmt nach der maximalen 
Fallbarkeit mit Alkohol in Acetatpufferlésungen. Tiselius (2) findet ihn 
bei pu 5,2 und Mainzer (3) bei pu 6,70, gemessen bei der elektrischen 
Kataphorese. 

Samtliche hier angefiihrten Verfasser haben bei ihrer Bestimmung 
mit Ammonsulfat ausgefilltes und durch Dialyse gereinigtes Bence- 
Jones-EiweiB (BJE. )verwendet. Die Bestimmung des isoelektrischen 
Punktes des kristallisierten BJE. ist allem Anschein nach nicht ausge- 
fiihrt worden. 

Es bot sich uns die Gelegenheit, Blut und Harn eines Myelomatose- 
patienten zu untersuchen, bei welchen BJE. sowohl im Blut als im Harn 
nachgewiesen wurde, welches bei Stehenlassen des Harns in reichlicher 
Menge spontan auskristallisierte. Der Fall ist an anderer Stelle (4) 
beschrieben. 

Die beim Stehenlassen des Urins spontan ausfallenden Kristalle 
waren sehr leicht léslich in alkalischem Milieu. Nach dem Ansauern mit 
Essigsdure entstand wieder eine Fallung, die nach kurzer Zeit typische 
Kristallform zeigte. In dieser Weise lieBen sich die Kristalle mehrmals 
umkristallisieren. Die Bildung von Kristallen fand nur in saurer Lésung 
statt, nicht bei alkalischer Reaktion. Es wurden verschiedene Kristall- 
formen beobachtet, nimlich feine Nadeln (Abb. 1), grobere und gréBere 
Nadeln, sowie bootférmige und kugelférmige Kristalle. Beim Um- 
kristallisieren konnte eine Kristallform in die andere iibergehen. Die 
Kristalle gaben die fiir BJE. charakteristischen Reaktionen. 
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Dreimal umkristallisierte, gewaschene und lufttrockene Kristalle 
wurden verwendet zur Bestimmung des isoelektrischen Punktes des 
EiweiBkérpers nach einer von Nordbé (5) bei Fibrinogen angewandten, 
von uns unwesentlich modifizierten Methode. 

0,01 g des kristallisierten Stoffes wurden in 5ccm n/50 NaOH 
(0,2°,ige Lésung) in einem kleinen Becherglas gelést. Diese Lésung 





Abb. 1 
3 mal umkristallisierte Kristalle von Bence-Jones-Eiweif, 150fach vergribert. 


sowie 5cem n/50 NaOH ohne EiweiBzusatz, wurden mit n/50 HCl 
titriert und die Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Titration 
elektrometrisch mit Hilfe von Chinhydronelektroden bestimmt, nachdem 
die Lésungen zuerst unter Zusatz von 1 Tropfen 1°,igem Phenol- 
phthalein bis auf farblos titriert worden waren. 

Wie aus der Tabelle und Abb. 2 hervorgeht, verlaufen die Kurven 
nicht parallel, da sich die amphoteren Eigenschaften des EiweiBkérpers 
geltend machen. Bei py 4,0 bis 4,25 schneiden sich die beiden Kurven: 
hier liegt der isoelektrische Punkt. Weiterhin sieht man, daB das BJE. 
sehr viel starker basenbindend als séurebindend wirkt. Dies stimmt 
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Tabelle I. 


Elektrometrische Titration von Bence-Jones-Protein-Losung. 














ecem nj50 PH PH cem n 50 PH PH 
NaOH mit Bence- ohne Bence- Na OH mit Bence- ohne Bence- 
Jones-Eiweifi  Jones-Eiweils ; Jones-Eiweifi J ones-Eiweils 
2,5 7,14 4.9 4,82 
2.6 6.81 5.0 7.02 
2.7 6,46 5,1 4.63 6,02 
2,8 6,20 5,2 4,82 
3,0 6,01 53 3,77 3.55 
32 5,86 5,5 3,60 3.08 
3.4 5,68 5.7 3,43 
3,7 5,59 6.0 3,25 2,73 
4,1 5,43 6.5 2,98 
4.5 5,12 7.0 2.65 2,39 
4,7 5,91 
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Abb. 2. 


Elektrometrische Titration von Bence-.J ones-Protein-Lésung. 


damit iiberein, daB die Kristalle in Alkali leicht léslich sind, daB sie 
mit n/50 Saure nicht in Lésung gebracht werden kénnen und dab 
es bei der Titration auf der sauren Seite des isoelektrischen Punktes zu 
einer deutlichen Fallung kommt. 

Fir das kristallisierte BJE. finden wir demnach den isoelektrischen 
Punkt zwischen 4,0 und 4,25, spontanes Auskristallisieren und Aus- 
fallung ebenfalls bei saurer Reaktion, waihrend die Substanz bei alkali- 
scher Reaktion leicht léslich ist. Zu einem anderen Resultat kam 
Mainzer. Wie erwahnt, fand er bei der elektrischen Kataphorese den 
isoelektrischen Pankt bei py 6,70, den Bereich minimaler Stabilitat 
dagegen weit im alkalischen Bezirk zwischen py 8,0 und 9,20. Er fihrt 
an, daB das BJE. nicht der Theorie idealer Ampholyte entspricht, und 
stiitzt sich auBerdem auf Versuche, bei denen er durch elektrometrische 
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Titration von Bence-Jones-EiweiBlébsungen im Gegensatz zu unseren 
Versuchen keinen isoelektrischen Punkt nachweisen konnte. In dem 
fiir die Lage des isoelektrischen Punktes in Betracht kommenden Bezirk 
erhielt er Flockung des EiweiBes. Er erachtet deshalb diese Methode 
als zu unsicher fiir Bestimmung des isoelektrischen Punktes, eine Auf- 
fassung, die wir auf Grund unserer Erfahrungen nicht teilen kénnen. 

Diese mangelnde Ubereinstimmung zwischen Mainzers und unseren 
Versuchsergebnissen, sowohl was den isoelektrischen Punkt als auch 
den Fillbarkeitsbereich anbelangt, hat wahrscheinlich darin seinen 
Grund, daB er mit einem amorphen Korper arbeitete, der mit Hilfe 
von Ammonsulfat ausgefallt und durch Dialyse gereinigt worden war, 
waihrend wir einen spontan auskristallisierten und umkristallisierten 
EKiweiBkérper verwandten, der keine Mineralstoffe enthielt. Da’ das 
amorphe BJE. in physikalisch-chemischer Beziehung verschiedenartige 
Eigenschaften zeigt, kann méglicherweise durch Denaturierung des 
BJE. bei der Fallung bedingt sein. 

fine durch Erhitzen und Alkoholfallung aus dem Harn gewonnene 
amorphe Fraktion zeigte in unserem Falle andere Léslichkeitsverhaltnisse 
als der spontan kristallisierende Koérper. 

Dieses denaturierte BJE. war leicht léslich in physiologischer 
Kochsalzlésung, die mit Essigsiure schwach angesduert war. Durch 
Zusatz von n/10 NaOH entstand bei px 8 ein flockiger Niederschlag. 
Durch weiteren NaOQH-Zusatz wurde die Fallung verstarkt. Durch 
Zusatz von Saure entstand kein Niederschlag. Dieses amorphe BJE. 
ist also im Gegensatz zum spontan kristallisierenden léslich in Saéuren 
und wird durch Alkali gefallt. 


Zusammenfassung. 

1. Das spontan kristallisierende BJE. ist leicht léslich in alkalischem 
Milieu und wird bei saurer Reaktion ausgefallt. Kristallbildung findet 
nur bei saurer Reaktion statt. 

2. Der isoelektrische Punkt des kristallinen B.JE. liegt bei der 
elektrometrischen Titration bei px 4,0 bis 4,25. 


Literatur. 
1) Hewitt, Biochem. J. 28, 1147, 1928/29. 2) Tiselius, Nov. Act. Soc. 
Scient. Upsala, Ser. IV, 7, Nr. 4. 3) Mainzer, diese Zeitschr. 246, 134, 


1932. 4) Jervell, Norsk Mag. f. Laegev. 92, 622, 1932. 5) Nordbe, diese 
Zeitschr. 190, 150, 1927. 








Uber das Vitamin C. 


Von 


J. Tillmans und P. Hirsch. 
(Aus dem Universitatsinstitut fiir Nahrungsmittelchemie in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1932.) 


I. 


O. Rygh und Mitarbeiter! behaupten, das C-Vitamin isoliert und 
seine Natur aufgeklart zu haben. Es soll angeblich ein demethyliertes 
Narcotin sein, das Monomethylnornarcotin, und soll in der Pflanze 
aus dem Narcotin gebildet werden. Vor den wissenschaftlichen Ver- 
6ffentlichungen erfuhr man schon von der Auffassung Ryghs aus den 
Tageszeitungen. Wir miissen auf Grund unserer Arbeiten iiber den 
gleichen Gegenstand?, an denen noch die Herren K. Trillhose, W. Hirsch, 
Fr. Siebert, J. Jackisch und H. Dick beteiligt sind, den Behauptungen 
Ryghs entgegentreten. 


Verschiedene Punkte aus der Veréffentlichung waren geeignet, 
bei dem mit der Materie vertrauten Leser sofort Zweifel an der Richtig- 
keit der SchluBfolgerungen zu erwecken. Wurden einem Tiere taglich 
20 bis 30 y des wirksamsten Priparats neben skorbuterzeugender 
Grundkost gereicht, so soll der Skorbut verhindert worden sein. Bei 
Verabreichung von 5 mg, | mg, ja schon 100 y (das ist nur etwa die 
vierfache Menge der optimal wirksamen Dosis) soll hingegen wieder 
Skorbut aufgetreten sein. Dieser Befund erscheint uns unverstandlich 
und steht in der Vitaminlehre ohne Beispiel da. Vom Vitamin D ist 
zwar bekannt, daB starke Uberdosierung Giftwirkung mit sich bringt, 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 105, 112, 114, 1932; Zeitschr. f. 
angew. Chem. 45, 307, 1932. 

2 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 60, 34, 1930; 68, 1, 21, 241, 267, 
276, 1932. 
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aber keineswegs wieder die durch das Fehlen des Vitamins verursachte 
Mangelkrankheit. Die Funktionen, die durch das Fehlen von Vitamin D 
ausbleiben, finden bei Uberdosierung in stark iibersteigertem Mabe 
statt und rufen so anderweitige Schidigungen hervor. Es tritt also 
gewissermaBen im Organismus statt der Mangelkrankheit das entgegen- 
gesetzte Extrem auf. An dem Ergebnis der Versuche Ryghs fallt aber 
vor allem auf, daB er mit seinen Praparaten die Tiere iiberhaupt 
nicht gesund erhalten konnte. Sie starben alle annihernd zur selben 
Zeit wie die vitamin-C-frei ernihrten Kontrolltiere, namlich nach 
etwa 5 Wochen, sollen allerdings keinerlei Skorbutsymptome gezeigt 
haben. 

Zur Erklarung dieser letzteren auffallenden Unstimmigkeit fiihrt 
Rygh eine Hilfshypothese ein, zu deren Bestatigung er auch einen 
Versuch anfiihrt. Er nimmt an, da8 auBer dem Vitamin C, welches nur 
den Skorbut verhindert, noch weitere in den Pflanzen enthaltene Stoffe 
vorhanden sein miissen, wenn die Tiere gesund bleiben sollen. Wenn 
die Tiere némlich auBer dem Narcotinpriaparat taiglich noch 5 ccm 
Orangensaft, der 3 Stunden lang auf 100°, erhitzt worden war, erhielten, 
blieben sie vollstaindig gesund. Bei Verfiitterung des erhitzten Orangen- 
safts fiir sich allein hingegen sollen die Tiere an schwerem Skorbut 
eingegangen sein. 

Abgesehen von diesen Einwanden, standen die SchluBfolgerungen 
Ryghs in starkem Widerspruch zu unseren Ergebnissen. Eine Wieder- 
holung der Ryghschen Versuche erschien also geboten. Die in dieser 
Richtung in unserem Institut von Herrn O. Kauke ausgefiihrten Nach- 
priifungen, welche noch im Gange sind, ergaben bisher folgendes: 


Nach Matthiessen! wird durch zweistiindige Einwirkung von iiber- 
schiissiger konz. Salzsiure auf Narcotin das Dimethylnornarcotin 
gebildet, bei mehrtaégigem Erhitzen mit der Saure hingegen entsteht 
Monomethylnornarcotin. Wir erhitzten Narcotin mit der zehnfachen 
Menge konz. Salzsaure in geschlossenem Gefa8 auf 100°. Beim Erkalten 
schied sich dann ein rétlich gefairbtes Produkt aus, das aus heiBer 
Salzsiure umgelést werden konnte. Die bisherigen Untersuchungen 
deuten darauf hin, daB das so erhaltene Monomethylnornarcotin noch 
Dimethylnornarcotin enthalt. 2, 6-Dichlorphenolindophenol wurde 
von dem erhaltenen Produkt in schwach saurer Lésung nicht reduziert, 
wie dies nach unserer Auffassung fiir das C-Vitamin charakteristisch 
ist, wovon in folgendem noch naher die Rede sein wird. 

Das Priparat wurde an Meerschweinchen verfiittert, die im tibrigen 
auf vitamin-C-freie Kost gesetzt waren. Jedes Tier erhielt taglich 30 y 
des Priparats, also die von Rygh als optimale Dosis bezeichnete Menge. 


1 Ann. d. Chem. 7, 59, 1870. 
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Die Resultate der bisherigen Versuche sprechen sehr dafiir, daB das 
Praparat gegen Skorbut unwirksam ist. 

In Ubereinstimmung mit Rygh blieben auch bei uns die Tiere gesund 
und entwickelten sich normal, wenn wir auBer den 30 y Monomethylnor- 
narcotin noch taglich 5cem Orangensaft zufiitterten, der 3 Stunden 
unter Luftdurchleiten zum Sieden erhitzt worden war. Ganz im Gegen- 
satz zu Rygh stellten wir aber fest, daB die Tiere, die auBer der Grundkost 
nur 5cem dieses Orangensaftes und kein Monomethylnornarcotin 
erhielten, ebenfalls gesund blieben. Dieses letztere Ergebnis nahm 
uns allerdings nicht wunder, denn der so behandelte Orangensaft 
enthielt direkt nach dem Erhitzen noch 40 bis 50°, seines urspriing- 
lichen Reduktionsvermégens und nach drei- bis viertagigem Stehen 
noch wenigstens 20 bis 25°, davon. (Der erhitzte Saft wurde stets 
nach lingstens 4 Tagen verfiittert.) Der Reduktionswert entsprach 
also selbst im ungiinstigsten Falle immer noch | ccm frischem Orangen- 
saft, welche Menge zum Skorbutschutz ausreicht. 

Auch von anderen Stellen sind uns Nachrichten zugegangen, 
denen zufolge auch dort die Angaben Ryghs bei der Nachpriifung sich 
nicht bestatigt haben. Zilva hat sich in einer vorlaufigen Mitteilung! 
bereits in diesem Sinne ausgesprochen. Ryghs SchluBfolgerungen 
miissen also abgelehnt werden. Die von Rygh angegebenen Narcotin- 
derivate sind nicht das Vitamin C. 


Bei Versuchen iiber Reduktions-Oxydationspotentiale in Lebens- 
mitteln wurden wir darauf aufmerksam, daB der von W. M. Clark und 
Mitarbeitern als Reduktions- und Oxydationsindikator angegebene 
und untersuchte Farbstoff 2, 6-Dichlorphenolindophenol durch Zitronen- 
saft in schneller, glatter und vollstandig verlaufender Reaktion reduziert 
wird. Clark und Mitarbeiter? hatten bereits beobachtet, daB maceriertes 
Gewebe verschiedener Friichte, sowie auch neutralisierter Orangensaft, 
2, 6-Dibromphenolindophenol reduzieren, das sich dem Dichlorprodukt 
ganz analog verhalt. Diese Erscheinung erweckte unser Interesse. Sie 
wurde fiir uns der Schliissel zum Problem des Vitamins C. 

Das Reduktionsvermégen von Pflanzenausziigen bedeutet an sich 
nichts Neues und nichts Besonderes. Auf Grund ihres Zuckergehaltes 
ist es zundchst von vornherein klar, daB sie z. B. Fehlingsche Lisung 
reduzieren miissen. Es ist ferner selbstverstindlich, daB auch andere 
starke Oxydationsmittel, wie z. B. Kaliumpermanganat und ammoniaka- 


' Vortrag in der Biochem. Soc., London, Anfang 1932. 
2 Studies on Oxydation-Reduction VI, Public Health Reports 39, 
804, 1924 (Reprint Nr. 915, 8. 7). 
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lische Silberlésung durch Pflanzensaifte reduziert werden. Die Be- 
sonderheit des von uns untersuchten Reduktionsvorganges besteht 
in der Art und Weise der Reduktion, wie im nachstehenden naher 
erlautert wird. 

Etwas anders als bei der Reduktion der eben erwahnten starken 
Oxydationsmittel ist es schon mit der Entfairbung von Jod in saurer 
Lésung. Auch das Reduktionsvermégen von Pflanzensiften gegeniiber 
Jod ist, wie es bei diesem sehr gebrauchlichen Reagens nicht anders 
zu erwarten ist, schon vor langer Zeit beobachtet worden'. Die Oxy- 
dationswirkung des Jods ist im Vergleich zu den oben genannten starken 
Oxydationsmitteln schon erheblich milder. Je schwacher das angewandte 
Oxydationsmittel ist, desto auswahlender ist es gegeniiber dem Substrat, 
ein desto starkeres baw. aktiveres Reduktionsmittel miissen die Bestand- 
teile des Substrats sein, die oxydiert werden sollen. Pflanzensifte sind 
imstande, eine ganz bestimmte Menge Jod zu entfirben. Zur Erklarung 
dieser Jodreduktion reichen die Stoffe, deren Anwesenheit in den 
Pflanzensaften bekannt ist, nicht aus; es miissen daran noch weitere, 
bisher unbekannte Stoffe beteiligt sein. Ein noch niedrigeres Oxy- 
dationspotential als Jod besitzt das von uns als Indikator angewandte 
2, 6-Dichlorphenolindophenol. Es ist darum in seiner Oxydationswirkung 
noch auswahlender als Jod. Immerhin ist auch die Reduktion dieses 
Farbstoffs ihrer Natur nach keine spezifische Reaktion, sie wird von 
allen Substanzen, deren Reduktions-Oxydationspotential unterhalb 
einer gewissen Grenze liegt, reduziert werden miissen. Man wird daher 
von vornherein nicht erwarten kénnen, daB aus dem auberordentlich 
komplizierten Gemisch der Bestandteile der lebenden Substanz nur 
ein ganz bestimmter Stoff auf diesen Indikator ansprechen wird. Uber- 
raschenderweise zeigte sich aber doch, daB, wenn auch keine strenge 
Spezifitat besteht, bei den meisten pflanzlichen Lebensmitteln in der 
Hauptsache doch nur ein ganz bestimmter Bestandteil auf diesen 
Farbstoff einwirkt. Jedenfalls kommt der starken Reduktionswirkung 
dieses Stoffes in der Physiologie der Pflanze — wahrscheinlich bei der 
Atmung — eine besondere Bedeutung zu. In der Pflanzenzelle sind 
derartig intensive Reduktionswirkungen offenbar nicht beliebig moéglich. 
Der das 2, 6-Dichlorphenolindophenol reduzierende Stoff nimmt jeden- 
falis in der lebenden Pflanze eine Ausnahmestellung ein. 

Wir legten uns die Frage vor, welcher Stoff wohl die Ursache_fiir 
die erwahnte auffallende Reduktionserscheinung sei. Die bekannten 
Bestandteile des Zitronensaftes konnten es nicht sein, da keiner von 
ihnen eine derartige Reduktionswirkung auszuiiben imstande ist. Es 


1 M.H. Buignet, Ann. Chim. et Phys. 61 [13], 233, 1861; H. Brunner 
u. E. Chuard, Ber. 19, 595, 1886. 
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mubte demnach ein bislang unbekannter Stoff sein oder wenigstens 
ein Stoff, von dessen Anwesenheit im Zitronensaft bisher nichts bekannt 
war. Es dringte sich die Vermutung auf, daB es sich vielleicht um das 
C-Vitamin handeln kénnte. Wir gingen dieser Vermutung nach. Die 
Wahrscheinlichkeit fiir ihre Richtigkeit steigerte sich mit den an- 
gestellten Versuchen immer mehr, bis sie sich schlieBlich zur GewiBheit 
verdichtete. 

Die leichte Oxydierbarkeit des C-Vitamins ist friihzeitig beobachtet 
worden. Das von Beszonoff! angegebene Reagens ist ebenfalls als ein 
Oxydationsreagens aufzufassen, das sich jedoch als nicht geniigend 
spezifisch erwiesen hat. SchlieBlich ist auch Zilva? im Laufe seiner aus- 
gedehnten Untersuchungen iiber das C-Vitamin auf das Reduktions- 
vermégen des Zitronensaftes aufmerksam geworden und hat die Frage 
eines etwaigen Zusammenhangs zwischen Reduktionsvermégen und 
antiskorbutischer Wirksamkeit gepriift. Er kam dabei jedoch zu der 
SchluBfolgerung, da Reduktionsvermégen und antiskorbutische 
Wirksamkeit zwei verschiedenen Stoffen zuzuschreiben seien, daB das 
C-Vitamin zwar stets vom reduzierenden Stoff begleitet sei, daB der 
reduzierende Stoff jedoch nur als Stabilisator fiir das C-Vitamin fungiere, 
also nur zu seinem Schutze vorhanden sei. 

Wir haben zuerst die Auffassung vertreten, daB der reduzierende 
Stoff mit dem C-Vitamin iibereinstimme und haben in einer Serie 
von Arbeiten® umfangreiches Versuchsmaterial beigebracht, welches 
diese Auffassung in hohem Grade walhrscheinlich macht. Unsere 
schon 1930 bekanntgegebene Methode der Bestimmung des Vitamins 
C€ auf Grund der Farbstofftitration wiirde sich damit als grundsatzlich 
richtig erweisen. 


Unsere Versuche lieferten die folgenden Resultate, die fiir eine 
Ubereinstimmung zwischen reduzierendem Stoff und Vitamin sprechen: 


1. Alles was iiber Eigenschaften und Verhalten des Vitamins C 
bekannt ist, finden wir bei dem mit 2, 6-Dichlorphenolindophenol 
titrierbaren reduzierenden Stoff der pflanzlichen Lebensmittel, von 
nun an kurz ,,reduzierender Stoff‘ genannt, wieder: die Léislichkeits- 
verhaltnisse, den Grad der Empfindlichkeit gegen Sauerstoff, die relative 
Bestandigkeit in saurer Lésung, die aufs auBerste gesteigerte Emp- 
findlichkeit bei alkalischer Reaktion. 


' Vgl. etwa R. Berg, Die Vitamine, 8. 624. Leipzig, S. Hirzel, 1927. 

2 8. J. B. Connell u. S. S. Zilva, Biochem. J. 18, 638, 1924; S. S. Zilva, 
ebendaselbst 217° 689, 1927; 22, 779, 1928.7 

3 a.a.O. 
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2. Wir haben versucht, den reduzierenden Stoff zu_ isolieren, 
unter Verwendung der Titration mittels 2, 6-Dichlorphenolindophenol 
als Leitreaktion. Wir haben dabei weitgehend angereicherte Praparate 
erhalten, sind allerdings noch nicht bis zum ganz reinen Produkt ge- 
kommen. Die gereinigten Priparate zeigten eine Vitaminwirksamkeit, 
die im Verhaltnis zum Reduktionsvermégen keine Minderung er- 
fahren hatte. 

3. Die Menge an reduzierendem Stoff in den verschiedenen pflanz- 
lichen Lebensmitteln geht vollstaéndig parallel mit ihrem Gehalt an 
Vitamin C, soweit dieser quantitativ angegeben werden kann. Bei der 
quantitativen Bestimmung des reduzierenden Stoffes wird, um alles 
zu erfassen, im allgemeinen am besten mit verdiinnter Schwefelsiure 
unter Stickstoff ausgekocht. 

4. Zilva hatte beobachtet, daB durch zerstérende Einfliisse (stets 
zuriickfiihrbar auf Oxydation) das Reduktionsvermégen und die 
Vitaminwirkung nicht immer gleichzeitig verloren gehen. Er fand 
verschiedentlich, daB das Reduktionsvermégen eher verschwand als die 
antiskorbutische Wirksamkeit. Er stellte sogar fest, daB man durch 
Oxydation mittels Phenolindophenol das Reduktionsvermégen ganz 
beseitigen kann, ohne da die Vitaminwirkung verloren geht. Zilva 
glaubte auch noch auf andere Weise, nimlich durch Bleifallung bei 
pu = 5,4 in dezitriertem Zitronensaft, reduzierenden Stoff und Vitamin 
voneinander getrennt zu haben. Diese Feststellungen fiihrten ihn zum 
schon erwahnten SchluB, daB Reduktionsvermégen und Vitamin- 
wirkung verschiedenen Stoffen zugeschrieben werden miBten. Zur 
Erklarung dafiir, daB in den Pflanzen mit dem C-Vitamin stets gleich- 
zeitig auch das Reduktionsvermégen auftritt, fiihrte Zilva die Hilfs- 
annahme ein, daB der reduzierende Stoff als Stabilisator fiir das Vitamin 
diene. 

Diese komplizierende Hilfsannahme ist jedoch entbehrilich, und man 
kann simtliche Ergebnisse des Experiments auf folgende Weise sehr 
gut mit unserem Standpunkt vereinigen, daB antiskorbutische Wirkung 
und Reduktionsvermégen ein und demselben Stoff zuzuschreiben sind. 
Wir nehmen an, daB die erste Stufe der Oxydation des Vitamins rever- 
sibel ist und daB auch dieses reversibel oxydierte Produkt noch anti- 
skorbutische Wirksamkeit besitzt!. Das reversibel oxydierte Produkt 
unterliegt dann leicht weitergehender Oxydation oder sonstigen sekun- 
dairen Umwandlungen, die dann irreversibel sind und die Vitamin- 
eigenschaft zerstéren. In der Tat konnten wir fiir den reduzierenden 
Stoff feststellen, daB er sich durch gelinde wirkende Mittel so oxydieren 
laBt, da8 er danach mittels Schwefelwasserstoff wieder vollstandig 


1 Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm., a. a. O. 
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regeneriert werden kann. Schwefelwasserstoff ist hierbei das bevorzugte 
Reduktionsmittel. Die reversibel oxydierte Form des reduzierenden 
Stoffes muB also beim Vergleich mit der antiskorbutischen W irksamkeit 
ebenfalls beriicksichtigt werden. 


‘Unsere Auffassung vom Wesen des C-Vitamins ist also folgende: 
Die Wirkung des C-Vitamins kommt dem reduzierenden Stoff und seinem 
ersten Oxydationsprodukt zu. Diese Auffassung erlaubt eine liicken- 
ldse Deutung der beobachteten Tatsachen und tragt dabei auch der 
zihlenmaBigen Parallelitat zwischen Reduktionsvermégen und Vitamin- 
wirkung Rechnung. 

Eingehendere Versuche iiber diese Parallelitat ergaben noch 
folgendes: Wenn wir durch Bleifallungen aus einem Zitronensaft 
Fraktionen von verschiedenem Reduktionswert herstellten, so ging 
die antiskorbutische Wirksamkeit der Fraktionen vollstandig dem 
Reduktionsvermégen parallel. Die Trennung von reduzierendem Kérper 
und Antiskorbuticum, wie sie Zilva bei der py-Stufe 5,4 erhalten haben 
will, konnte bei unseren Versuchen nicht erhalten werden. Immer zeigte 
sich véllige Parallelitat zwischen Reduktionsvermégen und antiskorbu- 
tischer Wirkung. Wenn wir aus einem Pflanzenmaterial durch ver- 
schiedene Behandlungsweise Ausziige von verschiedenem Reduktions- 
wert herstellten, so bestand ebenfalls eine vollstandige Parallelitat 
zwischen antiskorbutischer Wirksamkeit und Gesamtgehalt an redu- 
zierendem Stoff. 


Unsere Theorie steht widerspruchsfrei in Einklang mit samtlichen 
bisherigen Erfahrungstatsachen. Da auch durch die verschieden- 
artigen Trennungsoperationen, die von uns zur Reinigung des redu- 
zierenden Stoffes angewandt worden waren, keine Verschiebung der 
Verhaltnisse von Reduktionswert und antiskorbutischer Wirksamkeit 
eingetreten war, schien uns die Ubereinstimmung von Vitamin und 
reduzierendem Stoff nicht mehr zweifelhaft zu sein. 


IV. 

Die hauptsachlichsten Eigenschaften des reduzierenden Stoffes 
sind folgende: er ist leicht léslich in Wasser, Methyl-, Athylalkohol und 
Aceton, unléslich in den verschiedenen Fettlésungsmitteln. Er ist 
empfindlich gegen den Luftsauerstoff, und besonders bei alkalischer 
Reaktion au8erordentlich zersetzlich. Er enthalt eine COO H-Gruppe, 
keinen Stickstoff.- Er ist durch 2, 6-Dichlorphenolindophenol, Jod 
und Wasserstoffsuperoxyd reversibel oxydierbar, derart, daB er durch 
Schwefelwasserstoff regeneriert werden kann. Durch Sauerstoff wird 
er irreversibel oxydiert. 
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Gegen Ende des vorigen Jahres wurden wir auf eine interessante 
und wichtige Untersuchung von A. Szent-Gydrgyi aus dem Jahre 1928 
aufmerksam !. 


Szent-Gyérqgyi berichtet in dieser Abhandlung, wie er in der Nebenniere 
ein neues Kohlenhydratderivat auffand, dem er eine Rolle im Oxydations- 
mechanismus des Peroxydasesystems zuschrieb; es gelang ihm, genau die 
gleiche Substanz hernach auch aus Pflanzen zu isolieren, namlich aus 
Orangen und aus Kohl. Seine Untersuchungen ergaben fiir die erhaltene 
kristallisierte Substanz die Kormel C,H,O,. Dieses aus organischen Lésungs- 
mitteln kristallisierte Produkt war das Lacton der urspriinglich in der 
Lésung befindlichen Substanz, die Saiurecharakter besitzt und eine leicht 
reversible Umwandlung in dieses Lacton erleidet. Die Saure selbst erwies 
sich als ein Isomeres der Glucuronséiure. Szent-Cydrgyi zeigte, daB sie 
wahrscheinlich eine von einer Hexose abgeleitete 2-Keto-6-carboxylsaiure 
darstellt. Er sprach ferner die Vermutung aus, daB es sich vielleicht 
um das der Glucuronsiure entsprechende Derivat der Fructose handeln 
kénne. Er legte der neuen Substanz die vorliufige Bezeichnung ,,Hexuron- 
siure* bei. 

Szent-Gyérgyi hat damals keinen Zusammenhang zwischen seiner 
Substanz und dem C- Vitamin angenommen. Nach der vonihm gegebenen 
Beschreibung der Hexuronséure zeigte sie alle von uns festgestellten 
Eigenschaften unseres reduzierenden Stoffes, wie sie oben zusammen- 
gestellt sind. Wir brachten daher in Nachschriften zu unseren damals 
fertiggestellten Publikationen, welche mittlerweile im Januar- und Marz- 
heft der Zeitschrift fiir die Untersuchung der Lebensmittel erschienen 
sind, die Vermutung zum Ausdruck, daB Szent-Gydrgyis Hexuronsiure 
vielleicht unser reduzierender Stoff und damit das C-Vitamin sei. Diese 
Vermutung hat sich inzwischen bestatigt. Szent-Gydrgyi hat erstmalig 
im April 1932 in einem Vortrage mitgeteilt, daB nach seinen Fest- 
stellungen die Hexuronsiure in der Tat starke Vitamin-C-W irkung 
besitzt. 0,5 bis 1 mg taglich sollen ein Meerschweinchen vor Skorbut 
schiitzen, eine Menge, welche mit unseren Titrationswerten fiir die 
schiitzende Dosis iibereinstimmt. In der englischen Zeitschrift ,,Nature*‘ 
vom 16. April 1932 machen J. L. Svirbely und A. Szent-Gydrgyi iiber 
ihre biologischen Versuche mit Hexuronséiure nihere Angaben. 


AnschlieBend an diese vorlaufige Mitteilung wird von Haworth, sowie 
von Hirst und Reynolds noch kurz berichtet, daB Szent-Gyérqyi Ende 1929 
an Prof. Haworth 10g WHexuronsiure zum Zwecke der Konstitutions- 
ermitthing iibersandt hat. Die von Hirst und Reynolds ausgefiihrten Ver- 
suche haben im groBen und ganzen die von Szent-Gydrgyi ausgesprochene 
Ansicht iiber die Konstitution bestatigt. Auch diese Forscher kommen zu 
dem Schlusse, daB die Hexuronséiure wahrscheinlich die 6-Carboxylsaéure 
einer Ketohexose sei, daB sie allerdings nicht, wie Szent-Gydérgyi vermutet 
hatte, die von der Fructose abgeleitete Saéure sei, ebensowenig die der 


1 Biochem. J. 22, 1387, 1928. 





Jin cite ee- 


Sag oe El 


pe Stats 


Ss 


Rh eee 











ee 





320 J. Tillmans u. P. Hirsch: Vitamin C. 


Galaktose entsprechende Ketoséiure. Neuberg und Kitasato! hatten im 
iibrigen darauf hingewiesen, daB die von ihnen synthetisch bereiteten 
Fructuronsiure und Ketogalakturonséiure (Tagaturonséiure) véllig von 
der Substanz aus tierischen und pflanzlichen Geweben verschieden sind. 
Es sind dies die von der Fructose (bzw. auch Glucose) und von der Galaktose 
sich herleitenden 2-Keto-1-carboxylséuren. 


Wenn die Nachpriifung die Befunde von Szent-Gyérgyi als richtig 
erweist, woran wir keinen Zweifel haben, so ist unsere Auffassung tiber 
das Wesen des C-Vitamins véllig bestatigt. Auch die Berechtigung 
unserer C-Vitaminbestimmungsmethode wiirde damit ihre volle Be- 
staitigung erhalten, womit es zum ersten Male gelungen wire, ein Vitamin 
mit einfachen analytischen Hilfsmitteln rein chemisch quantitativ zu 
bestimmen. 


1 OC. Neuberg u. T. Kitasato, diese Zeitschr. 188, 485, 1927; 207, 217, 
1929. 
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Uber den katalytischen Effekt der festen Lignosulfonsdure'. 


Von 


Erik Hiigglund und Torsten Johnson. 


(Aus dem Institut fiir Cellulosetechnik und Holzchemie der Technischen 
Hochschule in Stockholm.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1932.) 


Das Studium des Reaktionsmechanismus der Ligninherauslésung 
aus dem Holze beim SulfitzellstoffkochprozeB, mit dem wir uns seit 
langerer Zeit beschaftigen, fiihrte uns zu der Ansicht, daB die Wasser- 
stoffionenkonzentration der Kochfliissigkeit auf die Geschwindigkeit 
des Kochvorganges regulierend wirkt. Wir haben angenommen, da 
es sich hier um eine Hydrolyse handelt. In der Tat verliuft die Heraus- 
lésung um so schneller, je gréBer die H -Konzentration von Phosphat- 
pufferlésungen ist®. In der letzten Zeit hat Kullgren® in einer sehr 
interessanten Arbeit darauf aufmerksam gemacht, daB die Auflésung 
bei gleichbleibender Wasserstoffionenkonzentration vollstandig auf- 
hért, wenn die Lésung gréBere Mengen von Natriumchlorid oder 
Natriumsulfat enthalt. Infolge von Kationenaustausch werden dabei 
die Wasserstoffionen der festen Lignosulfonsiuren durch Natrium- 
ionen ersetzt. 

Der Gehalt an Lignosulfonsdure, die nicht Natrium bindet, geht 
nach unserer Auffassung, unter solchen Verhaltnissen auf ein geringes 
AusmaB zuriick. Selbstverstaéndlich ist es ja so, daB der Kationen- 
austausch nicht vollstandig zur Bildung von festem lignosulfonsaurem 
Salz verlaufen kann. Es muB sich zwischen dem [H’] der festen Phase 
und dem [H’] in der Lésung ein Gleichgewicht einstellen. 

Was fiir eine Rolle spielt nun bei der Herauslésung die feste Ligno- 
sulfonsiure, die nicht als Salz vorhanden ist ? 

Nach Kullgren ist eine Hydrolysenwirkung ausgeschlossen. In 
diesem Zusammenhang ware auch der Versuch besonders lehrreich, 


1 XXV. Mitteilung iiber die Chemie der Sulfitzellstoffkochung. 

2 Vgl. hier insbesondere folgende Untersuchungen von uns: Svensk 
Kemisk Tidskrift 37, 116, 1925; 88, 177, 1926; Pappers- och travarutidskrift 
f. Finland, H. 20, 1928; H. 2, 1929. 

3 Svensk Kemisk Tidskrift 44, 15, 1932. 


Biochemische Zeitschrift Band 250. 91 





322 E. Hagglund u. T. Johnson: 


nach welchem in Sulfitzellstoff vorhandene Lignosulfonsiure, deren 
Ca-Ionen durch Waschung mit Mineralséure entfernt worden waren, 
beim bloBen Erhitzen mit Wasser oder Alkohol ausgelést wird, und zwar 
ohne daB dabei Kohlenhydratbestandteile mit in Lésung gehen. Nach 
der Ansicht des genannten Autors soll die Lignosulfonséure, nicht aber 
lignosulfonsaures Salz léslich sein. Demnach wire es verstandlich, 
weshalb die Herauslésung so glatt verliuft, wenn die Metallionen gegen 
Wasserstoffionen ausgetauscht worden sind. 

Auf Grund eigener Untersuchungen kénnen wir uns den erwahnten 
Ansichten nicht anschlieBen. Immerhin ist hervorzuheben, daB die 
Versuche von Kullgren uns angeregt haben, weiter in das Problem der 
Herauslésungsreaktion einzudringen. 
~~ Es schien uns von vornherein offenbar, daB der festen Lignosulfon- 
sdure des Holzes eine bedeutsame Vermittlerfunktion zukommt. Schon 
friiher! fanden wir, daB das isolierte Lignin bei der Sulfonierung unter 
Wasseraufnahme mehr oder weniger stark aufquillt. Besonders stark 
ist diese Quellung, wenn die Sulfonierung sich dem Endstadium nahert. 
Bei der Sulfonierung des Lignins im Holze tritt eine ahnliche 
Quellung auf. 

Es entstand nun die Frage: Ubt die in der festen Phase gebundene 
und gequollene freie Lignosulfonsdéure eine Séurewirkung auf die Um- 
gebung aus. 

Um dariiber Klarheit zu gewinnen, war es zunachst notwendig, 
unlésliche Lignosulfonsiure darzustellen. Sie kann, wie wir friiher 
gezeigt haben, aus isoliertem Lignin durch Sulfonierung mit starken 
Bisulfitlésungen als Salz gewonnen werden, aus welchem dann die 
Saure frei gelegt werden kann?. Schneller kommt man durch vor- 
sichtige Polymerisation der Lignosulfonséure in der Sulfitablauge zum 
Ziel. Wir verfuhren folgendermaBen. 

Lignosulfonsdure in technischer Sulfitablauge wurde mit Kochsalz 
ausgesalzen, der Niederschlag wieder in Wasser gelést, nochmals mit 
Kochsalz gefaillt und wieder in Lésung gebracht. Die Lésung wurde 
bis zur Chlorfreiheit gegen flieBendes Wasser dialysiert. Die dialysierte 
Lésung wurde mit Salzsiure versetzt, bis der Chlorwasserstoffgehalt 
20°, betrug. Nach einigen Minuten wurde eine Fallung erhalten, die 
nach 10 Minuten abfiltriert wurde. Der Niederschlag wurde in Wasser 
aufgeschlemmt und so lange dialysiert, bis keine Salzsiure mehr nach- 
zuweisen war. Nachdem der gréBte Teil des Wassers abgesaugt worden 
war, bestand der Riickstand aus einer voluminésen, homogenen Paste. 
Da letztere noch stark aschehaltig war, wurde sie mit 0,2 n Salzsaure 


1 Hdgglund u. Johnson, diese Zeitschr. 202, 439, 1928. 
2 Diese Zeitschr. 202, 448, 1928. 
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behandelt. Die Lignosulfonsiure wurde durch Zentrifugierung ab- 
geschieden und zur Reinigung mehrmals mit Wasser aufgeschlemmt 
und abzentrifugiert. SchlieBlich wurde die Paste abgenutscht und mit 
Wasser gewaschen, bis das Waschwasser ein konstantes py zeigte. 
Die in dieser Weise erhaltene Lignosulfonséure wurde mit folgendem 
Ergebnis analysiert: 
CH,O = 12,85%; S = 5.16%, 5,24% Mittel 5,2°,; 

$:CH,O = 1: 2,55. 
Die Saéure der urspriinglichen Lésung gab eine Fallung mit £-Naphthy]- 
amin von folgender Zusammensetzung : 

CH,O = 9,35%; 8S = 4,65°,,; 

S:CH,O = 1: 2,07. 

Die Lignosulfonséurefraktion, welche mit Salzséure nicht ausgefallt 
wurde, gab eine #-Naphthylaminfillung von folgender Zusammen- 
setzung : 

CH,O = 10,40; 8 = 4,84°.; 
$:CH,O = 1: 2,22. 

Aus den Analysenresultaten geht hervor, daB bei der Salzsaure- 
behandlung der Lignosulfonsiure ein methoxylarmer Teil abgespalten 
worden ist. 

Die hellbraune, durchsichtige Paste gab dem Wasser bei der Auf- 
schlemmung ein px = 4,1 bis 4,2 (Chinhydronmethode). Das Wasser 
reagierte gegeniiber Lackmus neutral, wahrend die feste Saure, bei 
unmittelbarer Beriihrung, selbst Kongopapier blau farbte. Um die 
katalytischen Eigenschaften der festen Lignosulfonsiure zu_priifen, 
wurden folgende Inversionsversuche ausgefiihrt. 


I. Rohrzuckerinversion bei 20° C. 


Etwa 5g feste Lignosulfonsaure (auf absolute Trockenheit berechnet) 
und 50 g Rohrzucker wurden in Wasser aufgeschlemmt bzw. gelést und 
auf 500 ccm aufgefillt. Bei der Probenahme wurde die aufgeschlemmte 
Saure abfiltriert und die Drehung sowie das px des Filtrats bestimmt. 
Parallel] hierzu wurde die Verainderung der Drehung in gepufferten 
Zuckerlésungen von py = 4 bzw. 3 festgestellt. 














Lignosulfonsiure Pufferlésung I 
Zeit | 
i] 3 e 

Min. * _ t as c—2z im Piltrat “ti PH 
0 | +138,03 —_ 4,11 13,42 | 4,06 
810 | + 12,72 22. 10-6 4,27 13,42 4,05 
2250 + 12,15 23 . 10-6. 4,12 13,41 4,05 

oc ber. — 4,56 oH ~ 
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Pufferlésung II 





Zeit | 
| @ | & = : ee Pu 
Min. | | . | oe 
0 | +13,62 - "3,05 
300 | +1361 1,8. 10-6 
960 l + 13,60 1,2. 10-6 3,05 
2640 | + 13,54 1,5. 10-6 | — 
4560 + 13,49 1,6. 10-6 3,06 
oo ber. — 4,76 - -- 


Wie aus den Tabellen hervorgeht, ist die Reaktionskonstante bei 
der Inversion mit der festen Saure, bei 20°, unter den gegebenen Re- 
aktionsverhialtnissen 22 .10~—°, waihrend eine Pufferlésung mit pq = 3 
eine Konstante = 1,5 . 10—® gibt. Eine Pufferlésung mit einem py = ~ 4 
invertiert Rohrzucker praktisch gar nicht bei dieser Temperatur. 


II. Rohrzuckerinversion bei 50° C. 


Die Versuchsbedingungen waren mit Ausnahme der Reaktions- 
temperatur dieselben wie bei I. 








Lignosulfonsaure Pufferlésung K 

Zeit ‘ ‘ | 

| c c 

Min. | ad ys t - c—x im cand oi “= t ” c—2 | PH 

0 | +1210 — ana | + 13,43 | _ 4,06 
180 + 7,98 16.10-4 3, 55 || + 13,32 3,4. 10-6 4,05 
360 + 4,60 17.10-4 3,25 | + 13,18 | 3,9.10—-6 4,04 
600 + 1,58 17.10-4 3,17 + 13,02 3,8. 10—6 4,10 
1380 — 2,92 18.10-4 2,76 +1288 | 2,7.10-6 4,08 
— 4,24 — — — 4,70 == _ 


Bei dem Inversionsversuch mit Lignosulfonsiure steigt also die 
Aziditét der Fliissigkeit infolge Herauslésung von geringen Mengen 
von Lignosulfonsiure an, was man auch an der Farbenanderung von 
wasserhell zu schwach gelb merken kann. Mit $-Naphthylaminchlor- 
hydrat wurde auch eine hellgelbe, flockige Fallung von lignosulfonsaurem 
Naphthylamin erhalten. Bei 50° fangt also die Lignosulfonsaiure an, 
sich selbst zu hydrolysieren. 

Obwohl die AuBenfliissigkeit immer saurer wurde, stieg doch die 
Reaktionskonstante wahrend des Versuchs nicht, sondern blieb konstant 
bei 17. 10°4. Die Siurewirkung der festen Siure war demnach gréBer 
als die einer Lésung von pr ~ 3. 

Um den wahren Sauregrad, der unter den angegebenen Bedingungen 
der festen Saure entspricht, festzustellen, wurde ferner eine Reihe 
von Inversionsversuchen bei niedriger Temperatur ausgefiihrt. 
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Ill. Rohrzuckerinversion bei 25° C. 


Die Versuche wurden wie friiher durchgefiihrt. 




















Lignosulfonséure Pufferlésung I 
Zeit 
1 c 1 c 
Min. - ee Sons e—z | im Piltrat ? cheat jaa) - 
0 + 13,40 _ 4,03 + 13,40 — 8,05 
180 + 13,23 , 52.10-5 4,06 + 18,37 9,2. 10-6 3,05 
1320 +1226 49.10-5 4,09 + 13,20 84.10-6 8,05 
2640 +11,28 4,7.10-5 4,02 + 13,01 8,3. 10-6 3,05 
4080 +1083 4,5.10-5 3,90 +1280 83.10-6 3,05 
oc ber. — 4,70 _ —_ — 4,70 — — 
ae Pufferlisung III Pufferlésung IV Pufferlisung V 
Zeit ae ae 
a? k Pui a? k PH a k PH 
Min. 
0/+1340| — 1,68 +1340 — 205 +1840 — 2,34 
240 | +12,55) 20.10°° | — = + 13,08 74.10 — +1828 28.10°° — 
1200 + 9,60) 19.10-° |1,65 +11,88 7,3.10°° 2,07, +12,86 2,5.10-° 2,39 
2700 | + 6,32) 18.10-5 }— | +10,40 6,6.10-° | — | +1220 25.10% — 
oc ber. — 4,70 — |— \- 4,70 — — | — 4,70 — = 
Die Resultate sind in der folgenden Tabelle in anschaulicher Weise 
zusammengestellt. 
 Laisung . 2. oe k.10-8 
Pufferlésung TI 1,67 19 
Pufferlésung IV 2,06 7.3 
Lignosulfonsiure, fest 2,18 4,8 
Pufferlésung V..... 2,37 2,6 
Pufferlésung H . 3,05 0,8 


Der pu-Wert der festen Lignosulfonsiure ist durch Interpolation 
aus den Reaktionskonstanten berechnet worden. Auf Grund des 
Schwefelgehaltes ist die Normalitat der Lignosulfonsaiure in der Lésung 
0,016. Daraus errechnet sich ein scheinbarer ,,Dissoziationsgrad*‘ von 
etwa 40°. Dies zeigt nun, daB die feste Lignonsulfonsaure, trotz ihrer 
Unléslichkeit, den Charakter einer starken Mineralséure besitzt. Die 
freien Wasserstoffionen kénnen in dem Wasser, in welchem die Ligno- 
sulfonsiure aufgeschlemmt ist, nicht nachgewiesen werden. 

Nur in einem engen Bereich der unléslichen Anionen der Ligno- 
sulfonséure sind sie imstande, ihre Wirkung auszuiiben. 

Es wird auf Grund der vorliegenden Versuche begreiflich, daB die 
Lignosulfonséure in der festen Phase eine bedeutsame Rolle als Kata- 
lysator der Hydrolyse spielen kann. Wir werden dies an anderer Stelle 
ausfiihrlicher behandeln. 
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Ein Kalorimeter fiir gréBere Tiere. 


Von 
Paul Hari. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest. ) 


(Eingegangen am 28. Mai 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vor bald 20 Jahren wurde von F. Tangl ein elektrisches Kom- 
pensationskalorimeter ,,fiir kleine Tiere‘‘ (Ratten bis zu 200 g) kon- 
struiert, und von ihm! kurz, spiter von mir? ausfiihrlich beschrieben. 
Ein griBerer Apparat, in dem z. B. auch Hunde bis zu einem Gewicht von 
etwa 12 kg untersucht werden kénnen, entstand noch zu Tangls Leb- 
zeiten, muBte aber nach MaBgabe der zahlreichen Fehlerquellen, die 
sich der Reihe nach anlaBlich der jahrelang fortgesetzten Versuche 
offenbarten, von mir wiederholt umgebaut werden. 

Das Prinzip des kleinen Kompensationskalorimeters ist kurz das 
Folgende. Von zwei kupfernen Hohlzylindern, die durch angelétete Kon- 


stantandrahte miteinander, durch je einen Kupferdraht aber mit einem 
Galvanometer verbunden sind, ist der eine zur Aufnahme des Versuchstieres 


‘ eingerichtet, im anderen ist ein elektrischer Widerstand untergebracht. 


durch den man elektrischen Strom flieBen lassen und dadurch Warme 
erzeugen kann. Setzt man ein Versuchstier in den Apparat ein, so werden 
durch die vom Tier durch Strahlung ausgegebene Warme die in der Wand 
dieses Hohlzylinders befindlichen Létstellen erwarmt, und es entsteht, da die 
Temperatur im anderen Hohlzylinder bzw. an den daselbst befindlichen 
Létstellen unverindert geblieben ist, ein Thermostrom, kenntlich am 
Ausschlag des Galvanometers. LaBt man gleichzeitig durch den Widerstand 
auf der anderen Seite elektrischen Strom flieBen, so wird auch hier Warme 
erzeugt; auch hier entsteht ein Thermostrom, doch von entgegengesetzter 
Richtung. Ob nun das Galvanometer nach der einen, oder nach der anderen 
Richtung ausschlagen wird, hangt davon ab, welcher der beiden Thermo- 
stréme das Ubergewicht hat; man kann aber die Starke des kompensierenden 
Stromes mittels eines dazwischengeschalteten Rheostaten derart regulieren 
daB iiberhaupt keine Thermostréme entstehen, und zwar ist dies der Fall’ 


' Diese Zeitschr. 58, 21, 1913. 
2 Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod. Abt. IV, Teil 10. 
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wenn die vom Tier auf der einen Seite durch Strahlung ausgegebene Warme 
gleich ist der Warme, die auf der anderen Seite im Widerstand erzeugt 
wurde. Da sich letztere aus der GréBe des eingesetzten Widerstandes und 
der Intensitat des durchflieBenden elektrischen Stromes berechnen laBt, 
ist mithin auch die vom Tier durch Strahlung ausgegebene Warme bekannt. 

Das Prinzip des gréBeren Apparats ist dasselbe, wie das des kleineren, 
und sind beide auch zur Untersuchung des Gaswechsels eingerichtet, 
also sind es sogenannte Respirationskalorimeter. Nachstehend seien 
nur die Einzelheiten mitgeteilt, in denen sich der neue Apparat vom 
alten unterscheidet. 


Tierraum und Kompensationsvorrichtung. 


Der wirmeempfindliche Teil des Kalorimeters wird durch die 
beiden Kupferkasten 7 und Ko (Abb. 1) gebildet, und zwar dient der 
erstere als Tierraum, im zweiten wird die kompensierende Warme 
erzeugt. Kupferkasten 7’ ist aus 0,4 mm starkem, an der Innenfliche 
tiberall geschwirztem 
Kupferblech —angefer- 
tigt. Sein Boden ist Ps y ; SS 











eben, seine Decke ist 
halbkreisformig ge- 
wolbt. Erist 53 cm hoch, 
40 cm breit und 70cm 
tief. Seine vordereWand 
fehlt, und wird durch 
einen auf den vorderen 
Rand aufgeléteten, 
25 mm breiten, aus 3mm 
starkem Kupferblech Te A le he i 
angefertigten Rahmen 
R, sowie durch eine 
10mm _ dicke Spiegel- - 
glasscheibe S@ (Abb. 2) Abb. 1. 

ersetzt, welch letztere 

auf den eingefetteten Rahmen R aufgedriickt, den Kupferkasten nach vorn 
luftdicht verschlieBt. Etwa 25 cm von diesem entfernt, ist rechts neben 
ihm ein zweiter Kupferkasten Ko von genau denselben Dimensionen und 
aus demselben Material aufgestellt. In seinem Innenraum befindet sich 
der elektrische Widerstand (150 Ohm), durch den elektrischer Strom 
aus einer Akkumulatoranalage von 25 Zellen geschickt werden, und so 
Warme in verschiedenen, berechenbaren Mengen erzeugt werden kann, 
da in den Stromkreis auch eine Rheostat und ein Amperemeter ein- 
geschaltet ist. An neun korrespondierenden Stellen (der Decke, ier 
Seitenwande, des Bodens und der Hinterwand) sind die beiden Kupfer- 
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kasten durch je einen 2 mm dicken, mit Silber aufgeléteten Konstantan- 
draht miteinander verbunden. Vom Scheitelpunkt der beiden Kupfer- 
kasten, gleich hinter den beiden Rahmen geht je ein Kupferdraht zu 
den Polen eines empfindlichen Drehspulengalvanometers mit vertikaler 
Ablesungsvorrichtung. In den Stromkreis ist auch ein Kommutator 
eingeschaltet. 


Isolierung der beiden Kupferkasten gegen die Umgebung. 


Mit dem hinteren Ende ist der Kupferkasten 7’ so weit ducch einen 
entsprechenden Ausschnitt eines 3cm dicken vertikal aufgestellten 
Holzbrettes Br gesteckt, daB nur der weit breitere Rahmen R iiber das 
Niveau des Brettes hervorragt (Abb. 2). Dadurch, daB der Rahmen auf 
das Brett aufgeschraubt ist, wird der Kupferkasten 7 vorn in seiner Lage 
fixiert. Der Kupferkasten ist nach allen Seiten (vorn ausgenommen) 
von einem aus 0,8 mm starkem Aluminiumblech angefertigten Kasten Al 
umgeben, der mit den umgebogenen Randern an die hintere Flache 
des Holzbrettes Br genagelt ist. Zwischen Kupfer- und Aluminiumwand 
ist allseits ein etwa 5cm breiter Raum gelassen, der Luft als Isolier- 
schicht enthalt. (Die neun Konstantandrahte sind nicht auf kiirzestem 
Wege zwischen den beiden Kupferkasten ausgegpannt, sondern ver- 
laufen alle zwischen Aluminium- und Kupferwand nach vorn und biegen 
erst hier gegen die andere Seite um.) Der zweite Kupferkasten Ko ist, 
wie der andere, an das Holzbrett befestigt und ebenfalls von einem 
Aluminiumkasten umgeben. Beide Kupfer- und Aluminiumkasten sind 
in eine 140 cm breite, 80 cm hohe und 80 cm tiefe hélzerne Kiste Ki (Abb.1) 
so eingebaut, daB das Holzbrett Br seine Vorderwand bildet. Vorn sind 
beide Kupferkasten,wie erwahnt, an die hintere Flache des Holzbrettes Br 
fixiert, rickwarts aber durch untergelegte starke Ebonitleisten in ihrer 
Lage erhalten. Der Zwischenraum zwischen den einander zugekehrten 
Aluminiumwanden, sowie allseits zwischen Aluminium- und Holzwand 
ist mit Korkabfallen ausgefiillt. Die ganze Holzkiste Ki ist tiber zwei 
starke Holzschienen Sch in einen 175 cm breiten, 115 cm hohen und 
115 cm tiefen Holzkasten Ka hineingeschoben, der an der Innenflaiche 
iiberall mit 6mm dicken Asbestplatten belegt ist und seinerseits auf 
einem festen, etwa 60 cm hohen Gestell aufruht. Da dieser Kasten nach 
allen Richtungen hin gréBer dimensioniert ist als Kiste Ki, bleibt 
zwischen beiden allseits ein etwa 10cm breiter Raum ibrig, dessen 
Luft, wenn nétig, durch die Fliigel eines Ventilators durchgemischt 
werden kann. Der Motor, der den Ventilator antreibt, ist auf die rechte 
AuBenwand des Kastens Ka aufmontiert; die Achse des Ventilators 
ist durch diese Wand gesteckt. Dem Kasten Ka fehlt die Vorderwand ; 
sie ist durch zwei Glasscheiben ersetzt, die in je einen breiten hélzernen 
Rahmen eingefaBt, in Fugen verschiebbar sind. Verschiebt man beide 
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Scheiben nach rechts, so ist Kupferkasten 7 zuganglich, und es kann das 
Versuchstier eingesetzt oder herausgenommen werden; verschiebt man 
die eine Scheibe nach rechts, die andere nach links, so ist Kasten Ka 
auch nach vorn (natiirlich nicht luftdicht) verschlossen. 


Einrichtung zur Bestimmung des Gaswechsels. 

Nahe dem vorderen Rande sind die beiden Seitenwande des Kupfer- 
kastens 7’ von je einer Offnung durchbohrt. Durch die rechts befindliche 
Offnung tritt luftdicht eine 22 mm weite Kupferréhre Fi (in Abb. 1), 
die dem Eintritt der Ventilationsluft dienend, im Innern des Kastens 
sofort nach hinten umbiegt (Abb. 2) und knapp vor seiner Hinterwand 
endigt. Vor ihrem Ein- si 
tritt ist diese Réhre mit {rez 
einem Ansatzstiick Th exo ” 
zur Aufnahme eines || & a 


Thermometers (Abb. 1) { y 
versehen. Andie Rander 
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Abb. 2. Abb. 3. 





























der links befindlichen Offnung ist mit ihrer Miindung eine zweite ebenso 
weite Kupferréhre Av luftdicht aufgelétet; sie dient zum Austritt der 
Ventilationsluft, und ist ebenfalls mit einem Ansatzstiick versehen. 
Die Temperatur der austretenden Luft wird an einem Thermometer 
abgelesen, das im Innenraum des Kupferkastens 7 so aufgehangt ist, 
daB sich sein Quecksilberbehalter genau vor der Austrittséffnung 
befindet. Der zweite Kasten Ko ist genau so mit Eintritts- und Austritts- 
rohr versehen, obzwar diese Seite nur zur Erzeugung der kompen 
sierenden Warme dient. 

Der zur Ventilation des Tierraums nétige Luftstrom wird durch 
einen von einem Motor M angetriebenen ,,Rotatory Blower‘: RB (in 
Abb. 3) besorgt. Beide sind auf das untere Fach des Tisches 7i auf- 
montiert, auf dem sich die AbsorptionsgefaBe befinden. Die Luftein- 
und -austrittsréhren ¢ und a des Blowers sind durch luftdicht auf- 
geschraubte eiserne Réhren bis iiber die Héhe der Tischplatte ver- 
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angert. Die vom Blower angetriebene Luft tritt durch eine an die 
linke Seitenwand des Kastens Ka befestigte trockene Gasuhr GU, dann 
durch ein etwa 20m langes, 22 mm weites Kupferrohr, das bei einer 
Offnung in der linken Seitenwand des Kastens Ka in dessen Innenraum 
eintretend, iiber und unter der Kiste Ki zahlreiche Windungen 
beschreibt, um sich dann mit dem Kupferrohr Zi zu verbinden, durch 
das die Ventilationsluft in den Tierraum eintritt. Das Kupferrohr wurde 
so lang genommen, damit die zum Tier eintretende Luft diejenige 
Temperatur anzunehmen Gelegenheit habe, die im Zwischenraum 
zwischen Kiste Ki und Kasten Ka zu Zwecken des Versuchs erzeugt 
wird. An der Saugseite des Blowers sind die mit Schwefelsiure bzw. 
mit Natronkalk beschickten AbsorptionsgefaBe, an diese ist aber das 
kupferne Rohr Au angeschlossen, durch das die Ventilationsluft aus dem 
Tierraum austritt. In die Wand dieses weiten Rohres ist eine etwa 4 cm 
lange, schmale Kupferréhre eingelétet; bei dieser Réhre werden am 
Beginn und am Ende eines Versuchs (bzw. einer Versuchsperiode) 
Proben der Ventilationsluft entnommen und der Analyse in einem 
Haldaneschen Apparat zugefiihrt. 


Die Anderung, die der Wasserdampfgehalt des Tierraums vom 
Beginn des Versuchs (der Versuchsperiode) bis zum Ende erfahrt, ist 
bei der Berechnung der durch Wasserverdampfung erfolgenden Warme- 
ausgabe des Tieres nicht zu vernachlassigen. Diese Anderung wird an 
einem Lambrechtschen Hygrometer abgelesen, der auf einem Haken am 
metallenen Rahmen der weiter unten zu erwaihnenden Glastiir G7 auf- 
gehangt wird. 

Die AbsorptionsgefaBe sind auf dem Tisch 7’ an der linken Seiten- 
wand des Kastens Ka aufgestellt (Abb. 3). Die konzentrierte Schwefel- 
siure ist in Williamsschen Flaschen W enthalten, deren Kérper 15 cm 
hoch ist, der Natronkalk aber in U-férmigen Glasréhren N von etwa 
6 cm lichter Weite, deren beide Schenkel je 60 cm lang sind, so daB die 
die Kohlensiure absorbierende Schicht 120cm in der Lange miBt. 
Dabei ist das U-Rohr derart rechtwinklig abgebogen (in Abb. 3 nicht 
wiedergegeben), daB die eine Halfte vertikal zu stehen, die andere aber 
horizontal auf der Tischplatte zu liegen kommt. An den beiden offenen 
Enden ist jedes U-Rohr auf etwa 2 cm verjiingt, damit man es mittels 
der Gummistopfen von gewéhnlichen Dimensionen verschlieBen kénne. 
Mit einer benachbarten Williamsschen Flasche wird das weit héhere 
U-Rohr durch eine Glasréhre verbunden, die vom hochgelegenen Halse 
des U-Rohres ausgehend zum horizontal abgehenden Ast der W iliams- 
schen Flasche heruntersteigt. Die erwihnten Dimensionen und die 
Roéhrenform mu8ten den NatronkalkgeféBen gegeben werden, einerseits 
um den eingefiillten Natronkalk (etwa 1'/, kg) méglichst vollkommen 
auszunutzen, andererseits um ein angefiilltes GefiB auch bis zu 18 bis 
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24 Stunden lang verwenden zu koénnen. Von den AbsorptionsgefaBen 
sind in der tiblichen Reihenfolge (vom Tierraum an gerechnet zwei 
Flaschen mit konz. H,SO,, zwei U-Réhren mit Natronkalk und wieder 
zwei Flaschen mit konz. H,S O,) zwei Systeme nebeneinander aufgestellt. 
Dadurch, daB Y-Réhren Y mit je zwei Glashihnen eingeschaltet sind, 
wird es erméglicht, die beiden Systeme abwechselnd zu benutzen und 
die Versuche in Perioden von beliebiger Dauer geteilt auszufiihren. 
Benachbarte Réhrenendigungen (Metall-Metall, Glas-Glas, Glas-Metall) 
sind untereinander durch engpassende Gummischlauchstiicke ver- 
bunden. Keine der andersartigen Verbindungen, die im Laufe der 
Jahre ausprobiert wurden, hat sich bewahrt. 


Vorrichtung zur direkten Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs. 


In das Kupferrohr, durch das die Ventilationsluft im Zwischenraum 
zwischen Kiste Ki und Kasten Ka gegen den Tierraum strémt, ist das 
Ende einer engeren Roéhre 0 seitlich eingelétet; sie steigt durch eine 
Offnung an die Decke des Kastens und ist dort mit dem Schaft eines 
T-Stiickes verbunden; das eine Ende des T-Stiickes ist mit einem Ol- 
manometer OM, das andere Ende mittels einer engen Glasréhrenleitung 
mit einem komprimierten Sauerstoff enthaltenden Stahlbehalter St 
verbunden. Man laBt den Sauerstoff aus dem Stahlbehalter mit einer 
Geschwindigkeit einstrémen, daB das 61 in beiden Schenkeln des 
Manometers vom Anfang des Versuchs bis zu dessen Ende gleich 
hoch bleibt. 


Der Tierkifig; Einrichtung zum Sammeln des Harns. 


Um zu verhindern, daB das Tier mit der Innenflaiche des Kastens, 
insbesondere aber mit den Stellen, an denen die Konstantandrahte 
auBen angelétet sind, in Beriihrung komme, bzw. diese anwarme, ist 
folgende Vorkehrung getroffen. Das Tier halt sich nicht frei im Innern 
des Kupferkastens 7’ auf, sondern in einem Kafig Ka (Abb. 1), der in den 
Kasten hineingeschoben, zwischen sich und der kupfernen Innenwand 
iiberall einen Zwischenraum von etwa 2'/, cm frei laBt. Seitenwand und 
Hinterwand sind aus verzinntem Kupferblech, die gewélbte Decke aus 
starkem verzinnten Kupferdraht angefertigt. Die Vorderwand des Kafigs 
fehlt und ist durch eine eingehingte Glastiir G7’ (siehe weiter unten) 
ersetzt. Auch der Boden fehlt und wird durch ein Drahtnetz ersetzt, 
das auf drei zwischen den unteren Randern des Kafigs ausgespannten 
Spangen ruht. Um den vom Tier wahrend des Aufenthalts im 
Kalorimeter entleerten Harn ohne Verlust sammeln zu kénnen, ist 
folgende Vorrichtung angebracht. Dadurch, daB die Wande des Kupfer- 
kastens 7’ vom Boden an gerechnet bis zu einer Héhe von 5 cm beider- 
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seits 3cm tief rechtwinklig eingebuchtet sind, £b in Abb. 1, entsteht 
rechts und links je eine 3 cm breite Schiene, deren Lange der Tiefe des 
Kastens entspricht; auf diesen beiden Schienen ruht, durch je eine 
schmale Ebonitplatte isoliert, der Kafig, dessen Boden durch das 
obenerwahnte Drahtnetz gebildet wird. Durch die obenerwahnte Ein- 
buchtung wird auch bewirkt, daB unter dem Kafig ein Raum verbleibt, 
in dem eine flache, kupferne, innen verzinnte Schiissel so weit hinein- 
geschoben werden kann, daB der vom Hund gelassene Harn, an welcher 
Stelle immer er durch die Liicken des Drahtnetzes flieBt, immer in die 
Schiissel fallt, und sich unter dem Paraffinéd] Pa ansammelt, das man 
vor Versuchsbeginn in die Schiissel eingefiillt hat. 


Einrichtung zur Registrierung der Bewegungen 
des Versuchstieres. 


Hauptsachlich um das Versuchstier von der den Tierraum nach 
vorn abschlieBenden Spiegelglasscheibe SG méglichst fern zu halten, 
und es doch wahrend der ganzen Versuchsdauer beobachten zu kénnen, 
ist an Stelle der fehlenden Vorderwand des Kafigs eine bis zu drei Viertel 
seiner Héhe reichende, von einem breiten Metallrahmen eingefaBte, 
leicht ein- und aushingbare Glastiir G7’ angebracht (Abb. 4). Das 

Drahtnetz, auf dem sich das Tier befindet, liegt 

ri|l@ .7 Wahrend eines Versuchs nicht auf den oben 

PME erwahnten Spangen auf, sondern wird bei dem 
vorderen Rand durch zwei Stahlspiralen Sp, die 
ly ‘ lw bei schweren Tieren stairker, bei leichten 
m* schwicher genommen werden miissen, etwa 
[c J 3 bis 4em hoch gehoben, indem ihr oberes 
fo NW Ende an den oberen Rand des metallenen 
Rahmens der Glastiir G7' festgeschraubt, ihr 
Abb. 4. unteres Ende aber in je einen Haken am 
vorderen Rande des Drahtnetzes DN ein- 

gehangt ist. Auf diese Weise wirkt das Drahtnetz wie ein einarmiger 
Hebel, der bei jeder Bewegung des Versuchstieres ein bis zwei pendel- 
artige Bewegungen in vertikaler Richtung ausfiihrt, die wie folgt 
registriert werden. Ein etwa 15cm langer Schlauch aus schwarzem 
Kautschuk Kau (Wanddicke 1 mm, lichte Weite 3. cm) ist an beiden 
Enden iiber je einen Gummistopfen gezogen: in dem vom Schlauch 
und den beiden Gummistopfen eingeschlossenen Raum befindet sich 
eine Spirale aus 1mm dickem Stahldraht, dessen Enden durch den 
oberen bzw. unteren Gummistopfen gezogen auBen in je einem Ring 
endigen. Bei diesen beiden Ringen ist der Schlauch in vertikaler Stellung 
oben und unten in je einen Haken eingehangt, die an den metallenen 
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Rahmen der obenerwahnten Glastiir G7' bzw. an den vorderen Rand DN 
des Drahtnetzes gelétet sind. Eine 6mm weite Messingréhre MR ist 
mit dem einen Ende durch die Bohrung des unteren Gummistopfens 
gesteckt, mit dem anderen Ende tritt sie durch den Gummistopfen am 
Ansatzstiick der Réhre Au aus dem Tierraum hervor, bei der auch die 
Ventilationsluft den Tierraum verlaBt; steigt dann durch eine Offnung 
auf die Decke des Kastens zu einer Mareyschen Trommel M7 empor 
(Abb. 1). Das Messingrohr M R besteht aus mehreren Stiicken, die durch 
dickwandige Vakuumgummischlauchstiicke miteinander verbunden sind. 
Da die Luft im Innern des diinnwandigen Kautschukschlauches, der 
Messingréhre und der Mareyschen Trommel ein zusammenhangendes, 
abgeschlossenes Ganzes bildet, muB jede Bewegung des Versuchstieres 
bzw. des Drahtnetzes zu einer Volumenveranderung der eingeschlossenen 
Luft bzw. zu einer entsprechenden Bewegung des Schreibhebels fiihren, 
der die Bewegungen auf einem voriiberrotierenden beruBten Kymo- 
graphionpapier Ky registriert. 


Vorrichtung zum Arbeiten bei verschiedenen Versuchs- 
temperaturen. 


Im Zwischenraum zwischen Kasten Ka und Kiste Ki ist die Kiihl- 
und Heizvorrichtung untergebracht, die man benutzen kann, um in 
dem Tierraum eine gewahlte Versuchstemperatur konstant zu erhalten. 
Doch mu bemerkt werden, daB es, wenn durchfiihrbar, zweckmaBiger 
und bequemer ist, diese Temperatur im ganzen Raume, in dem das 
Kalorimeter untergebracht ist, zu erzeugen; denn, wenn im Innern des 
Kastens Ka gekiihlt oder geheizt wird, kénnen infolge etwaiger ver- 
schieden rascher Abkihlung bzw. Erwarmung der Kupferkasten 7' 
und Ko Thermostréme entstehen, die dann stérend wirken. Die Kiihl- 
vorrichtung besteht in einer 14 m langen 12 mm weiten Kupferschlange, 
die bei einer Offnung an der rechten Seite des Kastens Ka in dessen 
Innenraum eintritt, bei einer anderen ihn verlaBt. Die Schlange ist 
in Intervallen von je lem in ihrer ganzen Lange mit vertikal auf- 
geléteten, 35 mm im Durchmesser haltenden Kupferscheiben versehen ; 
sie beschreibt vier Windungen entlang der beiden Seitenwainde und 
der Hinterwand des Kastens, und ist an den beiden Enden mit je einer 
Bleiréhre verbunden; die eine dieser Bleiréhren ist an die Wasserleitung 
angeschlossen, bei der anderen flieBt das Kiihlwasser ab. Als Heiz- 
vorrichtung dienen 0,4mm starke Chrom-Nickelspiralen, die iiber je 
einen hélzernen Rahmen gespannt, rechts und links in dem Raum 
zwischen Kasten Ka und Kiste Ki untergebracht und arf die stadtische 
Leitung angeschlossen sind. Der Quecksilberbehalter eines Kontakt- 
thermometers reicht durch eine Offnung in der Decke des Kastens Ka 





334 P. Hari: 


in dessen Innenraum hinein. Dadurch, daB ein Relais in den Stromkreis 
des auf die gewiinschte Temperatur eingestellten Thermometers ein- 
geschaltet ist und den Heizstrom abwechselnd schlieBt und éffnet, 
werden auch die beiden Kupferkasten bei der gewiinschten Temperatur 
erhalten. 


Vorrichtung zur Fiitterung des Tieres im Kalorimeter ohne Unterbrechung 
des Versuchs bzw. ohne Offnung des Tierraumes. 


Die Spiegelglasscheibe SG, durch die der Tierraum (Kasten 7’) 
nach vorn abgeschlossen wird, ist nahe zu ihrem oberen Rande von einer 
kreisrunden, etwa 12cm im Durchmesser haltenden Offnung durch- 
bohrt. Durch diese Offnung ist von auBen eine etwa 16 cm lange, aus 
1’, mm starkem Messingblech angefertigte, der ganzen Lange nach in 
ein oberes und ein unteres Fach geteilte, am auBeren Ende durch eine 
Stirnplatte geschlossene Biichse von quadratischem Querschnitt 
(7x7 em) bis etwa zur halben Linge hineingeschoben. Tiefer laBt sich 
die Biichse nicht hineinschieben, da sie etwa in der Mitte ihrer Lange 
einen quer auf die Langsachse aufgeléteten flachen Messingring tragt, 
der ringsherum um etwa 1 cm iiber den Rand der Offnung der Glas- 
scheibe ragend, diese von auBen ringférmig bedeckt. Dasselbe ist der 
Fall betreffs eines zweiten flachen Messingringes, der von innen her 
iiber die in den Tierraum hineinragende Halfte der Biichse geschoben 
ist und die innere Flache der Glasscheibe langs des Randes ihrer Offnung 
ringférmig bedeckt. Dadurch, daB die-beiden Messingringe miteinander 
fest verschraubt sind, zwischen Metall und Glas aber auBen und innen 
breite, flache Gummiringe eingelegt sind, bildet der Hohlraum der 
Biichse mit dem Tierraum ein gegen auBen luftdicht abgeschlossenes 
Ganzes. 


Durch Stopfbiichsen gedichtet treten zwei 7mm dicke Messing- 
stangen leicht beweglich durch die Stirnwand am aufen befindlichen 
Ende der Biichse in ihren Innenraum, und zwar die eine in das obere, 
die andere in das untere Fach, und enden in je eine vertikal stehende 
1, mm starke Messingplatte. An dem inneren, im Tierraum befindlichen 
Ende der Biichse ist eine Tiir angebracht, die um eine auf den Rand der 
Biichsenmiindung aufgelitete Achse drehbar ist. Durch ein enges Loch 
in der Platte des oberen Faches tritt ein starker Messingdrabt, der mit 
dem nach innen zugekehrten Ende in einen kleinen auf die Innenflache 
der Tiir aufgeléteten Ring eingehakt und diesseits und jenseits der 
Platte (je einige Zentimeter weit von ihr entfernt) ringférmig gebogen 
ist. Driickt man die obere Messingstange hinein, so st6Bt die Platte an 
den nach innen zu gelegenen Ring, wodurch die Tiir ge6éffnet und gleich- 
zeitig auch das dem Tier zu verabreichende, in geeignete Form gebrachte 
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Futter, das vor dem Beginn des Versuchs bei ganz herausgezogener 
Stange in das obere Fach eingebracht wurde, in den Tierraum hinein- 
gestoBen wird. Zieht man die obere Messingstange wieder heraus, so 
stéBt die Platte an den nach auBen zu gelegenen Ring und zieht beim 
Draht die Tiir wieder zu. Diese Vorrichtung macht es méglich, dem Tiere 
nach Ablauf einer gewissen Zeit ein zweites Mal Futter zu reichen. Zu 
diesem Behuf wird vor dem Beginn des Versuchs auch in das untere 
Fach Futter eingebracht; will man dem Tier die zweite Portion reichen, 
so wird durch Hineindriicken der oberen Messingstange die Tir der 
Biichse wieder geéffnet, durch Hineindriicken der unteren Stange aber 
das Futter hineingestoBen. 


Die Berechnung der vom Tier durch Strahlung ausgegebenen Wiirme aus der 
kompensierenden Wirme. 


Ist die Kompensation vollkommen, was daran zu erkennen ist, 
daB das Galvanometer keinen Thermostrom anzeigt, so ist, ideale 
sleichheit der beiden Kupferkasten vorausgesetzt, die vom Tier durch 
Strahlung abgegebene Warme gleich 7. w . 0,239 . 60 (t, —t,), wobei 
mit « die Intensitat des Kompensationsstromes bezeichnet ist, mit w 
der Widerstand, durch den dieser Strom geflossen ist, mit ¢, — t, aber 
die Zeitdauer in Minuten, fiir die die Warmeproduktion berechnet 
werden soll. Nun folgt aber aus dem Fehlen des Thermostromes wohl, daB 
die Temperatur auf beiden Seiten (im Tierraum und beim Kompen- 
sationswiderstand) die gleiche ist, jedoch durchaus nicht, daB diese 
Temperaturen rechts und links durch dieselbe Menge an ausgegebener 
Warme erzeugt wurden; denn auch bei gréBter Sorgfalt in der Her- 
stellung des Apparats sind Unterschiede in der Isolierung der beiden 
Kupferkasten, in der Beschaffenheit und der Anordnung der Lét- 
stellen usw. unvermeidbar, und haben zur Folge, daB die zwei Kupfer- 
kasten durch dieselbe ausgegebene Warmemenge ungleich stark er- 
warmt werden kénnen, und umgekehrt, verschieden groBe Warmemengen 
nétig sein kénnen, um die beiden Kasten auf dieselbe Temperatur zu 
bringen. Diesen Umstanden wird man gerecht, indem man am obigen 
Ausdruck noch einen Faktor y anbringt, der experimentell ermittelt 
werden kann. 


Um y bestimmen zu kénnen, wie dies in der erwahnten Mitteilung 
ausfiihrlich beschrieben ist, wird auch im Tierraum ein genau be- 
kannter Widerstand untergebracht, durch den elektrischer Strom von 
regulierbarer und bekannter Intensitét gesendet werden kann. Die 
im Tierraume befindlichen Teile der Messingréhre MR und der zur 
Fiitterung des Tieres dienenden Messingbiichse werden mit den beiden 
Enden des Widerstandes, ibre auBen befindlichen Teile aber mit 
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den Polen einer zweiten Akkumulatorenreihe von 25 Zellen leitend 
verbunden, so daB durch die Widerstande im Kompensationsraum und 
im Tierraum je ein elektrischer Strom gesendet werden kann, die von- 
einander unabhangig sind. Die gesuchte Warme ist dann gleich 
y . 12. w . 0,239 (t, — t,). 


Andererseits wird es sich nur ausnahmsweise bzw. nur fiir eine 
kurze Zeit ergeben, daB das Galvanometer, durch das der Thermo- 
strom angezeigt werden soll, keinen Ausschlag gibt, d. h. die im 
Kompensationswiderstand erzeugte, im obigen Sinne_ korrigierte 
Warme genau gleich ist der vom Tier durch Strahlung abgegebenen 
Wirme. Von diesen Ausnahmefallen abgesehen wird man immer einen 
entweder nach rechts oder nach links gerichteten Ausschlag erhalten, 
teils weil die Kompensation nicht vollstandig gelungen ist, daher das 
Galvanometer bei einem bestimmten Ausschlag verharrt, teils aber, 
weil die Warmeausgabe des Tieres keine ganz gleichmaBige ist, daher 
der Ausschlag in einer langsamen oder rascheren Wanderung nach 
rechts oder nach links begriffen ist. Diesen Umstainden wird man durch 
das Korrektionsglied « (g, — 9) + B -g (tg —t,) gerecht, in dem mit g, 
bzw. go der Galvanometerausschlag am Beginn bzw. am Ende des 
Versuchs (der Versuchsperiode), mit g der fiir den ganzen Versuch (bzw. 
fiir die Versuchsperiode) berechnete mittlere Galvanometerausschlag, 
mit ¢, —-t, die in Minuten ausgedriickte Zeitdauer des Versuchs (der 
Versuchsperiode) bezeichnet ist, « und f aber Konstanten bedeuten. 
Und zwar ist « gleich der in Grammkalorien ausgedriickten Steigerung 
(Verringerung) der Warmeproduktion auf der Tierseite, wenn der 
Galvanometerzeiger vom Beginn des Versuchs (der Versuchsperiode) 
bis zam Ende um | mm nach rechts (links) geriickt ist; 8 aber ist gleich 
dem wihrend einer Minute bestehenden Warmeplus (Minus) auf der 
Tierseite, das auf 1mm des konstant gewordenen Galvanometer- 
ausschlags entfallt. Die Ermittlung dieser beiden Konstanten ist 
ebenfalls in der mehrfach erwahnten Mitteilung beschrieben. Hier sei 
nur, um die GréBenordnung dieser Korrektionen zu demonstrieren, 
angefiihrt, daB an dem von mir benutzten Apparat y = 1,067; 
a = 47 g-cal; B = 0,60 g-cal. 


Beispiel eines im neuen Apparat ausgefiihrten Versuchs. 


Um die Leistungsfaihigkeit des Apparates zu zeigen, seien nach- 
folgend Ergebnisse und Berechnung eines Versuchs angefiihrt, der vor 
etwa einem Jahre an einem mittelgroBen hungernden Hunde in drei 
einander unmittelbar folgenden Perioden von je vierstiindiger Dauer 
ausgefiihrt wuide. Anfangsewicht betrug 10389,20 g, Endgewicht 
10332,30 g, Anfangstemperatur 38,7°, Endtemperatur. 38,9° C; Harn 
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und Kot wurden im Kafig nicht entleert. Der kompensierende Strom 
hatte die Intensitét von 0,290 A. 


Tabelle I enthalt die auf den Gaswechsel beziiglichen Daten, 
sowie die Berechnung des Energieumsatzes aus dem direkt ermittelten 
Sauerstoffverbrauch und dem respiratorischen Quotienten; Tabelle I] 
die Daten der direkten Kalorimetrie; Tabelle IIIT die Berechnung des 
Energieumsatzes aus diesen Daten. Diesen Tabellen sei die Berechnung 
des Sauerstoffverbrauchs aus den Ausgaben des Tieres und seiner 
Gewichtsverinderung wihrend der Versuchsdauer vorausgeschickt. 
Wie zu ersehen, stimmt der so berechnete Wert mit dem direkt er- 
mittelten (in Tabelle I]) auf etwa 3°, iiberein. Desgleichen stimmen 
die fiir den Energieumsatz aus dem Sauerstoffverbrauch berechneten 
Werte mit den durch direkte Kalorimetrie erhaltenen sowohl in den 
einzelnen Perioden wie auch namentlich in der ganzen Versuchsdauer 
gut iiberein. 


Anfangsgewicht .... . . 10389,20 g 


Ausgaben (CO, und H,O) ia sa ganzen eae ee DOR 
| a a ae er kindle 112,46 g 


10276,74 g 
NE 5 a cE. OS oS 4 Gow 9° Ere 
Sauerstoffverbrauch wahrend der ganzen Vieunsadsenr °° 55,56 g 


Tabelle I 




















Wasser ‘ . ‘ : . 7 Wirme- 
Periode verdampft CO»-Ausgabe es Autnaken 4 peudubtice 
g g g Liter keal 
I 18,52 18,12 18,03 12,62 0,731 59,1 
II 18,30 18,50 17,47 12,22 0,770 57,7 
Ill 19,51 19,51 18,50 12,94 0,767 61,2 
| Zusammen: 54.00 178.0 
Tabetle II. 
y ae” " Galvansunetecnsenchieg Ventilationsluft 
| | open 
| *h- 
Periode “™ a — | ——. Anderung : Luft- Tempe- _Er- 
Periode Periode | lich Liter druck ratur wirmung 
mm mm mm mm mm Hg oC oC 
= = = | — —— — — ——— — = = — 
I — 35 — 35 — 333| + 0 ,5933 755 22.8 3,0 
II — 35 —2 —335 + 7 , 6050 754 23,9 3,4 
III — 28 —14 — 30,8 +14 | 6335 754 24.4 3,8 
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Tabelle I1I. 
_ araemenmagabe vie ‘aiid 
durch Strahlung | & = & 
1 €é ss © .3 3s 
stale ls Ve |.c8 | 88,8 | wee 
= = = § || ae “aee . weSe produktion 
Periode 4F2 = z E | Eo | CBSe SSES-Es | (a+b+c—d) 
BEE > | © = | so SER SsERos I 
c@s Se | &£ ae || tp ch= SOoet | 
Mae mc. 2 . 4 | 3 = xT aro 
Ee | = | Es eas E& | 
& N 2 m> | Bw S| 
. | & Z an l 
kcal keal | keal keal | keal keal keal keal 
I | 46,32\+0 (—4,80 41,52 | 10,77) 5,02 — 0,38 57,7 
II || 46,32 |+ 0,33\— 4,69) 41,96 | 10,65; 586 | —0,38 58,9 
ll 46,32 + 0,66 —4,31 42,67 | 11,34 6,71 — 0,38 61,0 
| ba as 
| Zusammen: 1776 


* Fiir die ganze Versuchsdauer berechnet (siehe P. Hari, diese Zeitschr. 194, 91, 1928) 
und auf die Dauer der Periode umgerechnet. 


Der erste Aufbau und der oft wiederholte Umbau des Apparates, aus- 
gefiihrt in der mechanischen Werkstatte des Herrn L. Kéves in Budapest, 
II. Keletigasse 24, verursachten sehr betrachtliche Ausgaben. Sie wurden 
gedeckt durch Zuwendungen von der Ungarischen Akademie der Wissen- 
schaften in Budapest, von der Ella Sachs-Plotz-Foundation in Boston, und 
von der nach dem Grafen Széchenyi benannten Wissenschaftlichen Ver- 
einigung in Budapest. Fiir diese Zuwendungen sei auch an dieser Stelle 
bester Dank ausgesprochen. 
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Uber das Vorkommen von Bakterien in Kohlenflézen. 


Von 
R. Lieske. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Kohlenforschung in Miilheim-Ruhr.) 


(Eingegangen am 29, Mai 1932.) 


Die Frage, ob Kohlen an ihren natiirlichen Lagerstatten lebende 
Bakterien enthalten, ist in letzter Zeit lebhaft erértert worden. Der 
Gegenstand ist fiir die biologische Kohlenforschung von besonderem 
Interesse. Es fragt sich zunachst, ob es méglich ist, daB die jetzt aus 
der Kohle isolierten Bakterien bereits in den Urmooren der Kohlenfléze 
vorhanden waren und sich an ihren gegenwartigen Fundorten durch 
geologische Zeitraume hindurch erhalten konnten oder ob sie erst 
spiter in die Kohle eindrangen. Zu untersuchen ware ferner, ob diese 
Bakterien durch ihren Stoffwechsel auch jetzt noch an der weiteren 
Inkohlung der Fléze beteiligt sind, insbesondere auch die Frage, ob 
sie mit der Gasbildung der Steinkohlenfléze (Kohlenséiure, Methan) 
in irgendeinem Zusammenhang stehen. 


Als erster untersuchte Galle (1) Steinkohlen genauer auf ihren Bakterien - 
gehalt, da er annahm, daB8 vielleicht die Selbstentziindung der Kohlen mit 
der Bakterienflora in Zusammenhang stehen kénnte, ahnlich wie das bei 
anderem organischen Material (Heu, Baumwolle usw.) beobachtet wurde. 
Er entnahm von gré8eren Kohlenstiicken kleine Mengen aus dem Inneren 
und brachte das Material in verschiedene Nahrlésungen. Es gelang ihm 
bei seinen Versuchen, mehrere verschiedene Bakterienarten zu isolieren, 
darunter Formen aus der Subtilis- bzw. Mesentericusgruppe. Bemerkens- 
wert ist, daB Galle angibt, bei seinen Kulturversuchen Gasbildung (Kohlen- 
siure, Methan) beobachtet zu haben. 

Zu beanstanden wire bei den Versuchen Galles, daB die Kohlen ohne 
irgendwelche VorsichtsmaBregeln aus den Gruben entnommen wurden, so 
daB ein sekundares Eindringen von Keimen nicht ausgeschlossen erscheint. 

GréBere Sorgfalt bei der Probeentnahme hat offenbar spater Schréder (2) 
angewendet, der unter méglichst aseptischen Bedingungen die Kohlen 
direkt aus den Flézen entnehmen lie8 und sie dann im Laboratorium genauer 
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untersuchte. Er fand ebenfalls verschiedene Bakterienarten, darunter 
grampositive Kokken und ,,Kokkobazillen“. 

In neuester Zeit wurden die Untersuchungen auf diesem Gebiet von 
amerikanischen Forschern erneut aufgenommen, und zwar _ beschreibt 
Lipman (3) sehr genau Versuche tiber die Isolierung von Bakterien aus 
Steinkohlen. Da den vorher erwahnten Forschern von verschiedener Seite 
der Einwand gemacht worden war, da8 durch ihre Untersuchungen nicht 
unbedingt bewiesen sei, daB die beschriebenen Bakterien wirklich ur- 
spriinglich in den Kohlenproben enthalten waren, sondern daB es sich 
vielleicht um Organismen handeln kénnte, die erst im Verlauf der Arbeiten 
in das Untersuchungsmaterial gelangt seien, ging Lipman so vor, daB nach 
seinen Beschreibungen eine Verunreinigung des Materials kaum noch 
denkbar ist. Er untersuchte Kohlen verschiedener Herkunft, insbesondere 
Steinkohlen, die aus einer Grube bei Pottsville in einer Tiefe von 1800 FuB 
entnommen worden waren. Die Kohlen behandelte er wie folgt: Kohlen- 
stiicke von etwa 5 bis 7cm Durchmesser wurden zunachst mit Seife und 
heiBem Wasser éuBerlich abgewaschen, dann wiederholt mit destilliertem 
heiBen und kalten Wasser griindlichst abgespiilt. Die Proben wurden 
dann mit Filtrierpapier abgetrocknet und fiir 5 bis 6 Stunden in 30°, ig. 
Wasserstoffsuperoxyd eingelegt, das nach Untersuchungen Lipmans am 
besten geeignet sein soll, die Kohlenoberfliche zu sterilisieren. Aus dem 
Wasserstoffsuperoxyd wurden die Kohlenstiicke mit einer abgegliihten 
Zange in ein GefaéB mit 95°,ig. Alkohol gebracht, aus dem Alkohol wurde 
das Material wieder mit abgegliihten Zangen herausgenommen und in einer 
groBen Bunsenflamme abgeflammt. Nach dem Abflammen kamen die 
Kohlenstiicke in einen sterilen, mit steriler Watte abgedichteten Eisen- 
morser und wurden zu einem feinen Pulver zerrieben. Das Kohlenpulver 
wurde dann in verschiedene Nahrlésungen gebracht. In den meisten Fallen 
konnte ein Bakterienwachstum festgestellt werden, und zwar wurden in 
der Hauptsache gefunden: kurze Stabchen oder ,,Kokkobazillen‘‘ und ver- 
schiedene eif6rmige Kokkenformen, die auch in Reinkulturen sehr in der 
GréBe variieren. 

Vor kurzem wurden die Versuche Lipmans von Farrell und Turner (4) 
wiederholt, und zwar zum Teil mit denselben Kohlensorten, die Lipman 
anwendete. Sie fanden zunachst, als sie zur Beimpfung der Nahrlésungen nur 
sehr kleine Mengen Kohlenpulver benutzten, kein Bakterienwachstum, 
muBten aber, als sie wie Lipman gréBere Mengen Kohlenstaub, etwa 0,1 g 
pro Kultur, nahmen, die Bakterienbefunde Lipmans bestitigen. Bei An- 
wendung sehr dichter Kohlen (Anthrazit) konnten sie dagegen Bakterien 
nicht in allen Fallen finden. Die Verfasser ziehen aus ihren Versuchen den 
Schlu8, daB nur lockere, porése Kohlensorten Bakterien enthalten, nicht 
dagegen sehr dichte Kohlen. Nach ihrer Ansicht sind die Bakterien aus der 
Umgebung der Fléze in die Kohlenporen eingedrungen. 


Nach den bisher beschriebenen Arbeiten ist es sicher, da8 Kohlen- 
proben, auch wenn sie unter gré8ten VorsichtsmaBregeln aus den 
Flézen entnommen wurden, in vielen Fallen lebende Bakterien enthalten. 
Erhebliche Meinungsverschiedenheiten bestehen aber dariiber, zu 
welchem Zeitpunkt die Bakterien in die Kohlen gelangten. Lipman 
vertritt nachdriicklichst die Ansicht, daB die Bakterien sich seit Ent- 
stehung der Urmoore an den Fundstellen befinden, und daB sie sich 
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wahrend der ganzen Zeitdauer der Inkohlung in den Flézen lebend 
erhalten haben. Er nimmt an, da die Bakterien in einem Ruhezustand 
ohne merklichen Stoffwechsel viele Jahrtausende lang lebensfahig 
blieben. Im direkten Gegensatz hierzu steht die Ansicht von Farrell 
und J'urner, aus deren Beschreibungen hervorgeht, da8 sie annehmen, 
es handle sich in allen Fallen um rezente Formen. Obwohl Galle und 
Schréder diese Ansicht nicht direkt aussprechen, kann man auch aus 
ihren Ausfiihrungen entnehmen, da sie die Auffassung von Farrell 
und Turner vertreten. Da die Streitfrage fiir die biologische Kohlen- 
forschung von groBer Bedeutung ist, wurden hierzu auf Veranlassung von 
Herrn Geh. Rat Franz Fischer im Kaiser Wilhelm-Institut fiir Kohlen- 
forschung in Milheim-Ruhr seit mehreren Jahren, und zwar lange vor 
dem Erscheinen der Veréffentlichungen von Lipman und Farrell, zahl- 
reiche Untersuchungen durchgefiihrt, iiber deren bisherige Ergebnisse 
im folgenden naher berichtet sei. 

Am iibersichtlichsten liegen die Verhaltnisse in den Braunkohlen- 
flézen. Untersuchungen hieriiber von anderer Seite sind uns bisher 
nicht bekannt geworden. Wir (5) untersuchten genau verschiedene 
Gruben des rheinischen Reviers, insbesondere die Gruben Concordia- 
Nord und Tiirnich bei Kéln. In der Grube Concordia hat die reine 
Kohle eine Machtigkeit von etwa 25m, in Tiirnich etwa 35m. Das 
Deckgebirge, etwa 5 bis 8 m, besteht zum gréBten Teil aus reinem Ton. 
Der Abbau geschieht im Tagebau, beide Fléze werden durch Bagger 
abgebaut. Die Neigung der Wande betrigt etwa 70 bis 80°. Vom 
bakteriologischen Standpunkt aus betrachtet bietet die Probeentnahme 
aus den Flézen keinerlei Schwierigkeiten. Man kann an den frisch 
abgebaggerten Wanden aus der reinen, kompakten Kohlenmasse 
durch Abhauen der oberflichlichen Schichten mit sterilen Instrumenten 
aus dem Innern mit Leichtigkeit auf einwandfreie Weise Proben erhalten. 
Die entnommenen kompakten Stiicke lassen sich dann im Laboratorium 
unter aseptischen Bedingungen leicht weiter verarbeiten. 

In fast allen untersuchten Braunkohlenproben konnten lebende 
Bakterien nachgewiesen werden. Die Zusammensetzung der Mikroflora 
entspricht aber, wie sich aus allen Kulturen ohne weiteres feststellen 
laBt, keineswegs der Mikroflora der iiberliegenden Deckschichten 
oder der umgebenden Luft. Wahrend in diesen zahlenmaBig die Ver- 
treter der Vulgatus- und Mesentericusgruppe iiberwiegen, finden sich 
diese Formen in der Kohle selbst nur in seltenen Fallen, unter vielen 
Hunderten von Kolonien wurden nur zweimal grampositive Stabchen 
isoliert, alle anderen Bakterien gehérten fast ausschlieBlich der Gruppe 
des Bakterium fluorescens an. Es besteht nach den bisher durch- 
gefiihrten Untersuchungen kein Zweifel dariiber, dab diese Bakterien 
spezifisch an das Wachstum in Braunkohlen angepat sind. 
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Das Vorkommen einer bestimmten, eng begrenzten Bakterien- 
gruppe in den Braunkohlen ist leicht erklarlich. Die Braunkohlen ent- 
halten an ihren natiirlichen Lagerstitten viel Wasser, gewéhnlich 
etwa 65°%,. Auch sehr dicht gelagerte Kohle ist auBerordentlich porés. 
Es ware nun zunachst denkbar, daB die Bakterien aus dem Deckgebirge 
einfach in die unterliegende Kohle durch Wasser eingeschwemmt 
wiirden. Diese Méglichkeit scheidet aber aus, da die dicht gelagerte 
Kohle (abgesehen natiirlich von Partien, die mit gréberem Material 
durchsetzt sind) ein sehr starkes Adsorptionsvermégen besitzt. Auch 
wenn in einzelnen Fallen die Poren der Kohle weiter sind als der Durch- 
messer der Bakterien, kénnen diese mechanisch die Poren nicht passieren, 
da sie, in der gleichen Weise wie das bei den in der bakteriologischen 
Praxis gebrauchlichen Bakterienfiltern der Fall ist, von den Poren- 
wanden adsorptiv festgehalten werden. In der gleichen Weise wie bei 
Filterkerzen kénnen die Bakterien aber in lingeren Zeitriumen das 
Filtermaterial durchwachsen, vorausgesetzt, daB sie die hierzu not- 
wendigen Lebensbedingungen finden. Es ist daher von vornherein 
zu erwarten, daB nur solche Bakterien im Innern kompakter Braun- 
kohlenlager gefunden werden, die sich in der Kohle vermehren kénnen. 
Die wichtigsten Lebensbedingungen fiir die Bakterien, Wasser, organische 
Substanz als Kohlenstoffquelle, sowie die fiir die Pflanzenzelle not- 
wendigen anorganischen Nahrsalze sind zweifellos in der Kohle vor- 
handen. DaB sich darin nicht alle in den Deckschichten befindlichen 
Erdbazillen entwickeln kénnen, beruht auf wachstumshemmenden 
Eigenschaften der Braunkohle, insbesondere auf ihrem sauren Charakter 
sowie auf ihrem starken Reduktionsvermégen. Die pa-Werte der von 
uns untersuchten Kohlen betrugen etwa 4,8 bis 5,4. DaB frisch aus dem 
Fléz entnommene Braunkohle sehr begierig Sauerstoff adsorbiert, 
ist allgemein bekannt. Offensichtlich ist die aus allen Braunkohlen 
von uns isolierte Gruppe des B. fluorescens besonders geeignet, die 
wachstumshemmenden Eigenschaften der Kohle zu tiberwinden. 

Uber das Vorkommen von Bakterien in Braunkohlenlagern diirften 
danach Zweifel nicht mehr bestehen. Auf die Frage, ob die Bakterien 
etwa schon in den Urmooren der Fléze enthalten gewesen sind, eine 
Frage, die in letzter Zeit besonders von Lipman in den Vordergrund 
gestellt wurde, wird spater noch eingegangen werden. 

Wie liegen nun die entsprechenden Verhaltnisse in der Steinkohle ? 
DaB das Vorhandensein von lebenden Keimen in den Steinkohlenflézen 
nicht auf dieselbe Weise erklart werden kann, ist selbstverstandlich. 
Sowohl die chemischen als auch die physikalischen Wachstumsbedin- 
gungen in den Steinkohlen weichen von denen in den Braunkohlen 
wesentlich ab. Die Steinkohle ist im Vergleich zur Braunkohle viel 
weniger porés, sie besitzt bei weitem nicht die hohen adsorptiven Eigen- 
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schaften, sie weist nicht den wachstumshemmenden Sauregrad der 
Braunkohle auf, und was das Wichtigste ist, sie besitzt in der Regel 
nur einen ganz geringen Wassergehalt, und zwar gewéhnlich etwa 
1 bis 2°, gegen 65°%, in der Braunkohle. Da die Fléze in den von 
uns untersuchten Revieren in groBen Tiefen liegen (400 bis 1100 m) 
und von dichtem, wasserundurchlassigem Gestein (meist Schiefer, Ton- 
schiefer oder Sandstein) iiberlagert sind, ist an ein direktes Eindringen 
von der Oberflache, wie das in Braunkohlenflézen ohne Zweifel statt- 
finden kann, hier nicht zu denken. 

Zur Klarung der Frage seien hierzu zunachst die Ergebnisse unserer 
eigenen Untersuchungen mitgeteilt, die im Kohlenforschungsinstitut 
in Milheim-Ruhr, unabhangig von den Untersuchungen der erwahnten 
Autoren, seit mehreren Jahren durchgefiihrt wurden. 

Im Gegensatz zu der Arbeitsweise der bisher angefiihrten Unter- 
sucher legten wir immer das Hauptgewicht unserer Arbeiten auf eine 
méglichst einwandfreie Probeentnahme in den Gruben selbst. Alle 
von uns untersuchten Kohlenproben sind von uns selbst unter Fin- 
haltung gréBter VorsichtsmaBregeln an den natiirlichen Lagerstatten 
entnommen worden. Genauere Berichte hiertiber wurden bereits in 
der Zeitschrift Brennstoffchemie (6) sowie im Bakteriologischen Central- 
blatt (7) veréffentlicht. Wir haben bisher in zwélf verschiedenen Gruben 
des Rheinisch-Westfalischen Steinkohlenreviers zahlreiche Fléze unter- 
sucht und zwar alle Kohlensorten (Fettkohle, Magerkohle, Anthrazit- 
kohle), die hier abgebaut werden. Im Gegensatz zu der einfachen Probe- 
entnahme in den Braunkohlentagebauen diirfte eine exakte Entnahme 
von Steinkohle aus den Flézen zu den schwierigsten bakteriologischen 
Aufgaben gehéren, da die drtlichen Verhaltnisse hier auBerst ungiinstig 
liegen. Wir haben zunachst alle Fléze von der Untersuchung aus- 
geschlossen, die durch Sickerwasser einen héheren Wassergehalt haben, 
denn hier kénnen, genau wie in der Braunkohle, die Bakterien von der 
Umgebung hereinwachsen, oder, da die Steinkohle weit weniger ad- 
sorptionsfihig ist, und vielfach gréBere Spalten aufweist, auch rein 
mechanisch hereingespiilt werden. Die zweite und wesentlich un- 
angenehmere Gefahr einer Verunreinigung liegt in dem groBen Bakterien- 
gehalt der Grubenluft. Aber auch dieser Ubelstand la8t sich weitgehend 
beheben durch Abstellen des Wetterstromes und durch Abdecken der 
Entnahmestellen mit sterilen Tiichern. Wir haben ferner nur Proben 
entnommen aus frisch abgebauten Flézen, Kohle, die bereits langere 
Zeit der Grubenluft ausgesetzt war, wurde von den Versuchen aus- 
geschlossen. ‘ 

Uber unsere bisherigen Untersuchungen laBt sich zusammenfassend 
sagen, daB in den von uns untersuchten Kohlenproben in vielen Fallen 
(etwa 60°), aller untersuchten Proben) lebende Bakterien nachgewiesen 
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wurden. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Resultaten aller 
anderen Untersucher, die sich bisher mit diesem Gegenstand beschaftigt 
haben. Die wesentlichste, noch zu entscheidende Frage ist nun, ob diese 
Bakterien schon zur Zeit der Urmoore in die Fléze gelangten, wie das 
Lipman annimmt, oder ob sie erst in spiteren Zeitriumen, vielleicht 
sogar erst bei der Probeentnahme, in die Kohlen gelangten, wie das in 
neuester Zeit Farrell und Turner annehmen. Auf Grund unserer aus- 
gedehnten Untersuchungen ist hierzu folgendes zu bemerken. 


Wenn die Bakterien lediglich durch Risse und Spalten bei der 
Entnahme aus der Grubenluft in die Kohlen eindringen wiirden, 
so muBte die Zusammensetzung der Bakterienflora, die aus den Kohlen 
isoliert wird, annaihernd dieselbe sein wie in der Grubenluft zum Zeit- 
punkt der Entnahme. Farrell und Turner betonen, daB die von ihnen 
in den Kohlen gefundenen Bakterien massenhaft auch in der Umgebung 
der Fléze vorkommen, ohne aber iiber die Eigenschaften der von ihnen 
isolierten Formen nahere Angaben zu machen. Auch wir fanden z. B. 
haufig Staphylokokken in der Grubenluft und in der Kohle, diese 
Bakterien waren aber morphologisch und physiologisch ginzlich ver- 
schieden. Wir haben bereits in einer friiheren Mitteilung (6) darauf 
hingewiesen, daB die Mikroflora in den Kohlen keineswegs mit der der 
Umgebung iibereinstimmte. Von unseren neueren Untersuchungen 
seien hierzu zwei Beispiele angegeben. 


1. Zeche Westfalen (bei Ahlen in Westfalen). Fléz Prasident, 1. west]. 
Abteilung, Revier 16, Teufe 985 m, Machtigkeit des Flézes 1 m. Auf Fleisch- 
extrakt-Peptonagarplatten, die 8 Minuten der Grubenluft ausgesetzt 
gewesen waren, entwickelten sich 661 Kolonien, davon waren 629 gelbe 
Luftsarcinen, 16 weiBe Kokken, 9 rote Hefen, 6 Strahlenpilze, 1 gelbes 
gramnegatives Stabchen. Auf Malzagarplatten wuchsen 36 Pilzkolonien, 
in der Hauptsache Penicillium. Die aus der Mitte des Flézes entnommene 
Kohle war sehr briichig und porés, in allen damit angesetzten Kulturen 
entwickelten sich gleichartige ,,Kokkobazillen“*. Gleiche Bakterien wurden 
auf keiner Luftplatte festgestellt. 

2. Zeche Sophia-Jacoba, Bezirk Aachen. Obere Grundstrecke, Quer- 
schlag 4, Fléz 1, Teufe 440m, Machtigkeit 120cm. Sehr fest gelagerte 
Anthrazitkohle, ohne erkennbare Risse oder Poren. Die Platten wurden 
11 Minuten der Luft ausgesetzt. Auf Fleischextrakt-Peptonagar erhielten 
wir 337 Kolonien, davon waren 205 gelbliche, schleimige, gramnegative 
Stabchen, und 126 weiBe, groBe Staphylokokken und 6 verschiedene andere 
Bakterien. Malzplatte: 47 Pilzkolonien, meist Penicillium. Die Kohle 
enthielt in allen untersuchten Proben grampositive Kokken, die morpholo- 
gisch und physiologisch grundverschieden von den aus der Luft isolierten 
Kokken waren. Bakterien derselben Art, die in der Kohle gefunden wurden, 
entwickelten sich nicht auf den Luftplatten. Auffallig ist bei den Versuchen 
auch der groBe Unterschied in der Zusammensetzung der Mikroflora der 
Grubenluft. In dem ersten angefiihrten Falle waren die Platten dicht mit 
gelben Luftsarcinen iibersét, im zweiten Falle wurde nicht eine einzige 
Kolonie dieser Bakterienart gefunden. 
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Ein wichtiger Befund, der bisher von keinem Untersucher beachtet 
wurde, ist das regelmaBige Fehlen von Pilzen und Strahlenpilzen in 
den Kohlen. In keiner der von verschiedensten Autoren durchgefiihrten 
Untersuchungen wurden diese Organismen jemals festgestellt, obwohl 
sie regelmaBig einen sehr wesentlichen Bestandteil der Grubenluft 
ausmachen. Den etwas gréBeren Durchmesser der Pilzsporen kann 
man nicht fiir das Fehlen von Pilzen in der Kohle verantwortlich 
machen, da ja die Poren und Risse der Kohlen alle nur denkbaren 
Weiten aufweisen. Die Strahlenpilzsporen haben dieselbe GréBenordnung 
wie die Kohlenbakterien. 

Da nach unseren sehr eingehenden, vielfach in den verschiedensten 
Gruben wiederholten Untersuchungen die Mikroflora der Luft mit der 
aus den Kohlen isolierten niemals auch nur annahernd iibereinstimmt, 
kann nicht angenommen werden, da8 die Kohlenbakterien einfach 
bei der Entnahme in die Kohlenporen eindrangen. Gar nicht zu erklaren 
ware auBerdem das vollkommene Fehlen von Bakterien in allen Proben 
mancher Fléze, die sehr porése Kohle enthalten und bei denen die 
Grubenluft einen hohen Bakteriengehalt aufweist. 

Die Annahme eines mechanischen Eindringens widerspricht auBer- 
dem allen praktischen Erfahrungen auf dem Gebiet der Bakteriologie. 
In der Kohle kann nach unseren bisherigen Erfahrungen niemals ein 
Unterdruck herrschen, sehr wohl dagegen ein erheblicher Gasiiberdruck. 
Nach neuen Versuchen von Franz Fischer, Peters und Warnecke enthalt 
z. B. leem der von uns untersuchten, sehr bakterienreichen Kohle 
der Grube Sophia-Jacoba etwa 13 ccm Gas. DaB die Bakterien durch 
die Poren in die Kohle hineingesaugt wiirden, ist daher ganz unméglich, 
sie kénnten héchstens ganz auBerlich auffliegen und miiBten dann bei 
der iiblichen Sterilisation der Oberfliche ohne weiteres vernichtet 
werden. Wie wenig nach auBen offene Poren die meisten Steinkohlen 
besitzen, kann man iibrigens leicht durch Einlegen der Kohienstiicke in 
Alkohol erkennen, wobei die entweichende Luft die offenen Poren 
anzeigt. 

Selbst wenn man in einzelnen Fallen ein Ansaugen der Luft in 
die Kohlenporen annehmen wiirde, kénnten dadurch doch die Bakterien 
nicht in die Kohle eindringen. Die Kohlenporen fungieren genau so, 
wie etwa die Poren eines Watteverschlusses auf Bakterienkulturen. 
Wir machten hierzu folgende Versuche. Aus verschiedenen porésen 
und dichten Kohlen wurden Platten von 5cm Durchmesser und | cm 
Dicke so ausgeschnitten, daB die Plattenebene senkrecht zur Haupt- 
richtung der Poren verlief. Diese Platten wurden in eine Glasfassung 
eingedichtet, auf ein Absaugegefi8 montiert in der Weise, wie man den 
Bakteriengehalt der Luft zu untersuchen pflegt. Ein bestimmtes Quan- 
tum Luft wird durch eine geringe Menge Wasser oder Nahrlésung 
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gesaugt, wobei die Bakterien in der Fliissigkeit verbleiben und dann 
leicht durch PlattenguB gezihlt werden kénnen. LaBt man die Luft 
ungehindert durch die Zuleitungsréhren passieren, so erhalt man den 
gesamten Bakteriengehalt der Luft, schlie}t man die Zuleitungsréhre 
mit Watte ab, so zeigt sich die durchgeleitete Luft bakterienfrei. Es 
zeigte sich nun bei unseren Versuchen zuniachst, daB man bei den ver- 
schiedenen Kohlensorten jeden Grad von Porositaét feststellen kann, 
es gibt Anthrazite, die schon in 1 em Dicke gar keine Luft durchlassen. 
Andere Kohlen lassen die Luft ebenso leicht durch wie ein Wattefilter. 
Wir haben nun auch bei sehr durchlassigen Kohlen niemals beobachten 
kénnen, daB Luftbakterien durch die Kohle hindurchgingen, die Kohle 
fungiert schon in ganz diinnen Schichten genau so wie ein Wattefilter. 
Gewohnlich wird im Ruhrgebiet ein Fléz pro Tag 1,80 cm tief abgebaut. 
DaB Bakterien mit dieser Schnelligkeit von den Abbaustellen aus in 
das Innere der Fléze vordringen kénnen, ist ausgeschlossen. Auch nach 
diesen Untersuchungen ist es ganz unwahrscheinlich, daB die in den 
Kohlen vorkommenden Bakterien einfach aus der Luft hineingelangten. 

Auf einen sehr wichtigen Punkt ihrer Untersuchungen gehen Farrell 
und Turner nicht ein. Sie geben an, daB sie in den Kohlen immer nur zwei 
verschiedene Bakterienarten fanden, und zwar Formen, die auch von uns 
und anderen Untersuchern in Steinkohlen festgestellt wurden. Aus der 
Umgebung der Fléze isolierten sie aber 44 verschiedene Formen. Thr Unter- 
suchungsergebnis entspricht also durchaus unseren Befunden. Unerklarlich 
ist daher, daB die Verfasser aus ihren Versuchen schlieBen, die Bakterien 
in der Kohle seien lediglich mechanisch durch Risse und Spalten aus der 
Umgebung in die Kohle eingedrungen, ohne irgendeine Erklérung dafiir 
zu geben, weshalb von ihren 44 gefundenen Arten immer nur zwei in die 
Kohle eindringen. Nach unseren Erfahrungen ist der Befund nur so zu 
erkléren, daB in der Steinkohle nur die Bakterien vorkommen, die darin, 
wenn auch nur in sehr geringem MaBe, wachsen und sich vermehren kénnen, 
genau so, wie das in den Braunkohlenlagern der Fall ist. 

Farrell und Turner gaben als Hauptresultat ihrer Versuche an, 
daB sie in porésen Kohlen Bakterien fanden, meist dagegen nicht in 
dichten Anthraziten. Wenn sie auch in sehr dichten Kohlen Bakterien 
feststellten, so erkliren sie das gemaB ihrer Theorie einfach damit, 
daB die Poren dennoch vorhanden, aber nur nicht erkennbar waren. 
Es ist durchaus méglich, daB die Angaben der Forscher iiber ihre Unter- 
suchungen richtig sind. Diese Ergebnisse, die nur mit sehr geringem 
Material durchgefiihrt wurden, lassen sich aber nach unseren Befunden 
keineswegs verallgemeinern. Im Laufe unserer mehrjaihrigen Unter- 
suchungen haben wir oft stark porése Kohlen gefunden, die keine 
Bakterien enthielten, andererseits fanden wir sehr dichte Kohlen, die 
auffallig viel Bakterien enthielten. Nach unseren Feststellungen besteht 
kein Zusammenhang zwischen der Dichte der Kohlen und ihrem Bak- 
teriengehalt. 
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Verschiedene Beobachtungen sprechen dafiir, daB die aus Stein- 
kohlen isolierten Bakterien an das Wachstum in Kohlen angepaBt sind. 
Zunachst ist eine Erscheinung wichtig, die sowohl von Lipman als auch 
von Farrell und Turner festgestellt wurde, und die von uns in allen 
Fallen bestatigt wurde. Bringt man aus Kohlen, die sicher Bakterien 
enthalten, ein gréBeres, etwa erbsengroBes Stiick in eine geeignete 
Nahrl6sung, so erhalt man in den meisten Fallen kein Bakterienwachs- 
tum. Pulvert man dagegen dieselbe Menge Kohle vorher im sterilen 
Morser, so entwickeln sich die Bakterien sehr schnell. Nimmt man nur 
sehr wenig von dem Kohlenpulver, so unterbleibt das Wachstum 
ebenfalls, es tritt dagegen ein bei Anwendung einer gréBeren Menge 
(etwa 0,1 g) Kohlenpulver pro Kultur. Uber die Ursache dieser Er- 
scheinung auBern sich die vorerwaihnten Forscher nicht. Nach unseren 
Feststellungen beruht sie auf den adsorptiven Eigenschaften der ge- 
pulverten Kohle. Viele in der Kohle enthaltene Bakterien vertragen 
anfangs nicht den vollen Sauerstoffdruck. Erst nach einiger Zeit ge- 
wohnen sie sich daran. Diese Erscheinung ist bei den verschiedenen 
Stémmen mehr oder weniger ausgeprigt, konnte aber in sehr vielen 
Fallen beobachtet werden. Impft man eine frisch isolierte Reinkultur 
von Kohlekokken in ein mit Nahrlésung zur Halfte gefiilltes Reagensglas, 
so triibt sich nach 24 Stunden die Lésung, die Triibungszone ist aber 
scharf begrenzt bis 1] cm unter die Oberflache, die oberste Schicht 
bleibt véllig klar. Diese Zone stellt sich auch wieder ein nach gleich- 
maBigem Verteilen der Bakterien in der Lésung durch Umschiitteln, 
erst nach einigen Tagen gehen die Bakterien bis zur Oberfliche. Es 
scheint hier eine Anpassung der Bakterien an den geringen Sauerstoff- 
gehalt im Innern der Kohlen vorzuliegen. Hieraus erklart sich wohl 
auch die Erscheinung, daB die gleichen Bakterien meist nicht in der 
Grubenluft gefunden werden, wenn man offene Agarplatten der Luft 
aussetzt. Der auffliegende Kohlenstaub enthait zwar zweifellos in 
vielen Fallen diese Bakterien, sie kommen aber wegen des hohen 
Sauerstoffdruckes auf der Oberfliche nicht zur Entwicklung. 


Besonders interessant sind die von verschiedenen Autoren in der 
Kohle festgestellten ,,Kokkobazillen. Soweit wir bisher beobachten 
konnten, handelt es sich dabei lediglich um modifizierte Bazillen der 
Mesentericusgruppe. Diese bilden in frisch isoliertem Zustand mehr 
oder weniger kurze, eiférmige, manchmal fast runde, grampositive, 
anfangs manchmal auch gramnegative Stabchen, die zunachst auf 
keinem Nahrboden Sporen bilden. Nach langerer Kulturdauer, oft erst 
nach vielen Monaten, gehen sie dann in die sporentragende Form iiber. 
Lipman gibt in seiner Arbeit gute Abbildungen dieser fiir die Stein- 
kohlenflora sehr charakteristischen Bakterienform, die wir bei sehr 
vielen Untersuchungen auch in den Steinkohlen des Rheinisch-West- 
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falischen Reviers feststellten. Nach unseren Beobachtungen liegt auch 
hier eine Anpassung sonst vielleicht allgemein verbreiteter Bakterien 
an das Wachstum in der sauerstoffarmen Kohle vor. 


Nach allen vorstehend beschriebenen Beobachtungen erscheint 
es uns vollig ausgeschlossen, da®i die von uns und anderen Autoren 
aus verschiedenen Sorten von Steinkohlen isolierten Bakterien erst 
bei der Entnahme in die Kohle gelangten. Es handelt sich zweifellos 
um Formen, die bereits vorher in den unberiihrten Flézen vorhanden 
waren. 


Noch nicht entschieden ist damit die Frage, zu welchem Zeitpunkt 
diese Bakterien in die Kohlen gelangten. Seit Bekanntgabe unserer 
ersten Untersuchungen tiber diesen Gegenstand wurde an uns wiederholt 
die Frage gerichtet, ob die jetzt in der Kohle enthaltenen Bakterien 
dieselben sind, welche die Umwandlung des Urmoores in Kohle be- 
wirkten. Vom biologischen Standpunkt aus ist diese Fragestellung sehr 
unsachgema8. Es ist ganz selbstverstaindlich, daB Mikroorganismen, 
die jetzt in den fertig gebildeten Kohlen in physikalischer und che- 
mischer Hinsicht geeignete Lebensbedingungen haben, wahrscheinlich 
ganz andere Formen sind, als die, welche unter den ganzlich verschie- 
denen Wachstumsbedingungen der Urmoore sich entwickelten. Das 
Urmoor enthielt reichlich Wasser, Cellulose, sowie andere, leicht assi- 
milierbare Kohlenhydrate und Eiweifstoffe, wahrend alle diese wichtigen 
Nahrstoffe in der fertig gebildeten Kohle fehlen bzw. nur in ganz geringer 
Menge vorhanden sind. Die Fléze haben im Verlauf der Inkohlung eine 
ganze Reihe biologisch grundverschiedener Phasen durchlaufen, und 
jede dieser Phasen hat zweifellos ihre eigene Bakterienflora gehabt. 
Es ware ganz unlogisch, z. B. jetzt in der Kohle nach cellulosezer- 
setzenden Bakterien zu suchen, da diesen solche ja gar nicht zur Ver- 
fiigung steht, wahrend sie friiher den Hauptbestandteil der Urmoore 
ausmachte. 


Der Ansicht Lipmans, daB die Bakterien sich seit der Zeit der 
Urmoore in den Flézen befinden und da8 sie sich in einem absoluten 
Ruhezustand befinden, wird man nicht beistimmen kénnen. Nach 
allen bisherigen Erfahrungen der Biologie kénnen sich lebende Keime 
zwar im Ruhezustand jahrzehntelang lebensfahig erhalten, man hat bei 
Bakteriensporen noch nach 40 Jahren Entwicklung festgestellt, bei 
trockenen Hefen wurden noch langere Ruhezeiten beobachtet, selbst 
Samen hoherer Pflanzen kénnen Jahrzehnte lang keimfahig bleiben. 
DaB' aber irgendein Lebewesen im Ruhezustand Jahrtausende iiber- 
dauern kénnte, ist nicht anzunehmen, alle bisherigen Erfahrungen 
sprechen gegen diese Annahme. Méglich ware dagegen, daB die Bakterien 
in der Kohle durchaus nicht ohne jedes Wachstum und ohne jeden 
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Vorkommen von Bakterien in Kohlenflézen. 349 


Stoffwechsel sind, nach unseren Beobachtungen ist es sehr wohl méglich, 
daB trotz des geringen Wassergehaltes der Kohlenlager eine langsame 
Entwicklung stattfindet, ein Gegenstand, iiber den von uns zurzeit 
nihere Untersuchungen angestellt werden. Die Kohlenbakterien 
sind xerophil, sie kénnen auch unter sehr ungiinstigen osmotischen 
Verhaltnissen Wasser aufnehmen. Die Ansicht, daB® die jetzt in der 
Kohle vorhandenen Bakterien schon seit sehr langen Zeiten an denselben 
Stellen vorhanden waren, ist vorliufig nicht zu widerlegen. 

Einer naheren Erérterung bedarf aber noch eine andere Ansicht. 
Namentlich von seiten einzelner Geologen wird die Méglichkeit 
des Vorkommens von Bakterien aus der Zeit der Urmoore deshalb 
geleugnet, weil nach ihrer Ansicht ein Hauptfaktor der Inkohlung eine 
voribergehende Erhitzung des Materials auf etwa 300° gewesen ist. 
GréBere Abweichungen von dieser Temperatur wiirden der Theorie 
widersprechen, da eine starkere Erhitzung eine Verkokung des Materials 
verursacht haben wiirde, eine niedere Temperatur aber fiir eine Ver- 
kohlung im Sinne der Theorie nicht ausreichend gewesen wire. Dabei 
miiBten nach allen Erfahrungen der Bakteriologie alle in dem Fléz 
enthaltenen Keime abgetétet worden sein. Vom Standpunkt der bio- 
logischen Kohlenforschung aus ist diese Erhitzungstheorie durchaus ab- 
zulehnen, es fehlt hierfiir jeder Beweis. Hiatte eine solche Erhitzung 
dennoch stattgefunden, so miiBten die Bakterien demnach erst nach 
dieser Phase der Inkohlung in die Lagerstatten gelangt sein. Wenn man 
annehmen wiirde, da die Steinkohlenlager nach der Phase der Er- 
hitzung zeitweise einen weit héheren Wassergehalt besessen hiatten als 
das zurzeit der Fall ist, kénnten die Bakterien dabei ebenso wie 
man das heute bei den Braunkohlenlagern annehmen kann, aus 
der Umgebung hineingewachsen sein. Es wire dies aber eine Hypo- 
these, die kaum mehr Wabhrscheinlichkeit besiBe als die der Erhitzung 
auf 300°. 

Von besonderem Interesse ist die Angabe Lipmans, daB die in den 
Kohlen befindlichen Bakterien viele Stunden, ja sogar tagelang ein 
Erhitzen auf 160° vertragen, sofern die Erhitzung in gréBeren Kohlen- 
stiicken vorgenommen wird. Noch héhere Temperaturen wurden an- 
scheinend von ihm nicht untersucht. Die Frage, inwieweit die Angaben 
Lipmans zutreffend sind und welche Temperaturen die Kohlenbakterien 
iiberhaupt aushalten kénnen, wird zurzeit von uns genau untersucht. 
Die Ergebnisse werden spater mitgeteilt. 

Sieht man von der sehr angreifbaren Annahme der Erhitzung der 
Fléze ab, so besteht vom biologischen Standpunkt aus iiberhaupt kein 
Grund zu der Annahme, daB die Lagerstaitten der Braunkohlen und 
Steinkohlen seit ihrer Entstehung aus den Urmooren jemals bakterienfrei 
gewesen sind. Es besteht gar kein Zweifel dariiber, dafB Braunkohlen, 
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wie sie von uns im rheinischen Revier untersucht wurden, bestimmten 
Bakterien als Lebenssubstrat dienen kénnen, auch von den Steinkohlen 
muB man nach den bisherigen Untersuchungen annehmen, daB sie eine 
Bakterienentwicklung, wenn auch nur in sehr geringem Umfang, 
zulassen. Die heute in den Kohlen befindliche Bakterienflora ist den 
értlichen physikalischen und chemischen Verhaltnissen angepaBt, 
zu welcher Periode der Inkohlung sie in die Fléze gelangten, diirfte 
sich kaum noch nachweisen lassen. 


Auf Grund vorstehender Ausfiihrungen diirfte kaum noch ein 
Zweifel dariiber bestehen, daB zurzeit an vielen Stellen der Steinkohlen- 
fléze lebende Bakterien vorhanden sind. Da, wie bereits ausgefiihrt 
wurde, ein vollkommener, groBe Zeitriume iiberdauernder Ruhezustand 
ohne jeden Stoffwechsel bisher von keinem Organismus bekannt ge- 
worden ist, muB man annehmen, da®B die Bakterien in den Flézen 
dauernd chemische Umsetzungen auslésen. Wenn diese auch, in der 
Hauptsache bedingt durch den geringen Wasser- und Nahrstoffgehalt 
der Kohlen, auBerordentlich gering sein miissen, so kénnen sie doch 
im Verlauf der in Betracht kommenden, sehr grofen Zeitriume 
von Bedeutung werden. Es werden daher von uns jetzt genaue 
Untersuchungen dariiber angestellt, welche Umsetzungen die aus 
den Kohlen isolierten Bakterien in Kohlen hervorrufen, insbesondere, 
ob sie mit der Kohlensiure- und Methanbildung in Zusammenhang 
stehen. 

In neuester Zeit untersuchten wir besonders genau Kohlen aus 
Flézen, die stark Gas (Methan, Kohlenséure) abgeben, und solche, 
die eine Gasabscheidung nicht erkennen lassen. Wir fanden nun in 
drei Fallen in gasfreien Flézen keine oder sehr wenig Bakterien, in vier 
stark gasenden Flézen sehr viele Bakterien. Ob sich diese Befunde 
verallgemeinern lassen, ist natiirlich noch sehr zweifelhaft. Die Unter- 
suchungen hieriiber werden fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


Das Vorkommen lebender Bakterien in Steinkohlen wurde erneut 
festgestellt. Es besteht kein Zweifel dariiber, daB diese Bakterien 
bereits in den durch Abbau unberihrten Flézen vorhanden sind. 

Im Gegensatz zu der Angabe anderer Forscher wurde gefunden, 
daB die Dichte oder Porositiét der Kohlen in keinerlei Zusammenhang 
mit dem Bakteriengehalt der Kohlen steht. Es wurden sehr dichte 
Kohlen (Anthrazitkohlen) mit groBem Bakteriengehalt und sehr porése 
Sorten ohne Bakterien gefunden. 

Erneut wurde festgestellt, daB die Bakterienflora in den Kohlen 
keineswegs der Flora der Grubenluft entspricht. 
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Die in den Kohlen vorhandenen Poren lassen schon in diinnen 
Schichten beim Durchstrémen von Luft Bakterien nicht durchdringen. 

Viele frisch aus der Kohle isolierte Bakterien zeigen durch ihr 
morphologisches und physiologisches Verhalten, daB sie an das Wachstum 
in den Kohlen angepaBt sind. 

In verschiedenen Fallen wurde gefunden, daB gasreiche Kohlen 
viele Bakterien enthalten, gasarme dagegen wenig oder gar keine. Ob 
sich dieser Befund verallgemeinern laBt, steht noch nicht fest. 
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Zur Frage des Wesens der Antikérperreaktionen. 
Von 
H. Sachs und H. 0. Behrens}. 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 29. Mai 1932.) 


Wahrend die Bedingungen der Antikérperwirkung in zunehmendem 
MaBe der Forschung zugaingig geworden sind, lassen unsere Kenntnisse 
iiber das Wesen der Antikérperfunktion noch in vieler Hinsicht zu 
wiinschen iibrig. Im allgemeinen kann man nur sagen, daB durch die 
Antigen-Antikérperverbindung sekundire Mechanismen  ausgelést 
werden, die die an und fiir sich subvisibel verlaufenden Antigen-Anti- 
kérperreaktionen sinnfallig werden lassen. Dazu gehért die entstehende 
Empfindlichkeit gegeniiber Salzen, die sich in den Vorgaingen der Aus- 
flockung, Prazipitation und Agglutination auBert. Dazu gehért die 
Fahigkeit zur Komplementbindung, zur Phagocytierbarkeit, um nur 
die wichtigsten Formen des Antikérpernachweises zu erwahnen. 


Man war von jeher geneigt, den Antikérpern eine Funktion gegeniiber 
dem Antigen zuzuschreiben, ohne da8 sich allerdings hinreichende Anhalts- 
punkte fiir eine Verinderung des Antigens durch alleinige Einwirkung des 
Antikérpers ergaben. DaB8 jedenfalls derartige Alterationen in weitem 
MaBe reversibel sein miissen, ergibt sich aus der Méglichkeit, Antigen und 
Antikérper unter geeigneten Bedingungen in funktionsfahigem Zustande 
wiederzugewinnen. Trotzdem hat es nicht an Bestrebungen gefehlt, nach 
Modellen zu suchen, die Anhaltspunkte fiir die Erklarung des Mechanismus 
der Antikérperwirkung zu geben geeignet sind. In dieser Hinsicht sind 
insbesondere die Untersuchungen von Landsteiner u. a. zu erwahnen, die 
die Vermittlung der hamolytischen Komplementfunktion durch kollcidale 
Kieselsiure dartaten und dementsprechend gewissermaBen eine ambo- 
zeptorartige Antikérperfunktion der kolloidalen Kieselsiure zu erweisen 


1 Dem einen von uns (Behrens) ist die Tatigkeit durch ein Forschungs- 
stipendium von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft in dankens- 
werter Weise erméglicht worden. 
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schienen. Der eine von uns! hat dann bei den verschiederartigen Ein- 
griffen, deren Gemeinsamkeit wohl in einer Alteration der Eiweilikérper 
(Globuline) zu erblicken ist, auf den Parallelismus zwischen Vermittlung 
der Komplementfunktion und antikomplementirer Wirkung hingewiesen 
und hierin, ebenso wie Hirschfeld und Klinger?, einen gesetzmaBigen Vorgang 
gesehen, der auch fiir die Antikérperwirkungen gilt. Zu derartigen, anti- 
kérperartige Wirkungen veranlassenden Eingriffen gehéren neben der 
kolloidalen Kieselsiure die Schlangengifte, salzfreies Medium, Suspensionen 
wie Inulin u. a. 

Bei Vergleichen dieser Art und bei der Bewertung solcher Modell- 
versuche kann man nicht iibersehen, daB ein wesentliches Charakteristikum 
der Antikérperwirkung, die Spezifitdt, nicht Beriicksichtigung findet. Man 
ist heute freilich immer mehr zu dem Standpunkt gelangt, daB man bei 
jeder Antigen-Antikérperreaktion zweierlei Phasen unterscheiden muB. 
Ein erstes Stadium der eigentlichen Verbindung von Antigen und Anti- 
k6érper verlauft spezifisch und an und fiir sich unsichtbar. Manifestations- 
fahigkeit erwirbt der Antigen-Antikérperkomplex erst sekundaér durch 
Indikatoren, die in einfachster Form bei den Flockungsreaktionen als 
Elektrolyte, in komplizierterer Weise bei der Komplementbindung als 
Komplement interferieren. Bei diesem durch Indikatoren oder Indikator- 
systeme vermittelten zweiten Stadium der Antikérperreaktion handelt es 
sich zweifellos um Wirkungsmechanismen, die in das Gebiet der Kolloid- 
chemie gehéren und vom physikochemischen Standpunkt aus eine Er- 
klarung finden. 

Versucht man daher, durch bestimmte Modellversuche einen tieferen 
Einblick in den Mechanismus der Antikérperwirkung zu gewinnen, so muB 
man sich von vornherein dariiber klar sein, daB im Falle einer Analogie 
zwei Méglichkeiten bestehen. Es kann sich einerseits um ein Analogon der 
primaren Antikérperwirkung, andererseits aber um einen Parallelismus zu 
dem sekundiaren Stadium der Manifestation der Antikérperreaktion handeln. 
Ein weiterer Umstand kommt hinzu. Durch zahlreiche und _ viel- 
faltige Erfahrungen ist bekannt, daB die Folgen der Antikérperreaktionen 
(Flockung, Komplementbindung) auch durch Vorgiange bedingt sein kénnen, 
die mit eigentlichen Antikérperwirkungen nichts zu tun haben. So reagieren 
bei den sogenannten Labilitdtsreaktionen Sera geeigneter Beschaffenheit, 
durch eine hinreichende Labilitat der EiweiBk6rper gekennzeichnet, mit 
zahlreichen Substanzen oder Reagenzien tierischen, pflanzlichen oder 
bakteriellen Ursprungs in der Weise, daB Prazipitation oder Komplement- 
bindung resultiert. Diese Labilitaétsreaktionen sind bei den serodiagnostischen 
Methoden gefiirchtet, weil sie in ihrer Entstehung einen weitgehenden 
formalen Parallelismus mit den Antikérperreaktionen aufweisen, in ihrem 
Endeffekt nicht von ihnen zu unterscheiden sind und dadurch die diagnosti- 
sche Bedeutung des serologischen Verfahrens gefahrden kénnen. 


Die angefiihrten Momente wird man bei der Beurteilung mit der 
notwendigen Kritik beriicksichtigen miissen, wenn man eine Klarung 
des den Antikérperreaktionen zugrunde liegenden Wirkungsmechanismus 
anzustreben versucht. In neuerer Zeit hat man auf Grund von Modell- 


1 H. Sachs, Berl. klin. Wochenschr. 1916, Nr. 25; Kolloidzeitschr. 24, 
113, 1919. 

2 L. Hirschfeld u. R. Klinger, Berl. klin. Wochenschr. 1914, Nr. 25. 
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versuchen vielfach schlieBen zu kénnen geglaubt, daB die Antikérper- 
funktion einer Dehydratationswirkung entspricht. Als Vergleichs- 
substanz zu diesen Priifungen diente Tannin. Schon Stern! hat das 
Tannin dazu benutzt, um zu zeigen, daB Tanninlésungen in geeigneter 
Konzentration das positive Serum bei der Wassermannschen Reaktion 
und bei der Sachs-Georgi-Reaktion ersetzen kénnen. Zur damaligen 
Zeit lagen die Beweise fiir die Antikérpernatur der syphilitischen Blut- 
veranderung, die wir heute anzunehmen gezwungen sind, noch nicht 
vor. So erklart es sich, daB Stern diese Tanninversuche im Sinne einer 
kolloidchemischen Theorie der Wassermannschen Reaktion gedeutet hat. 


@ 

Versuchsgestaltung und Auffassung griinden sich auf die Arbeiten 
von Kruyt?, in denen nachgewiesen wurde, da8 das Tannin in besonderem 
Ma8ie die Fahigkeit besitzt, auch dann zu sensibilisieren, d.h. hydrophile 
Sole hydrophober zu machen, zu dehydratisieren, wenn ein Ladungs- 
ausgleich nicht in Betracht kommt. In dhnlicher Weise handelt es sich 
nach Freundlich uhd Brossa* bei der Sensibilisierung an Farbstoffsolen 
durch Tannin kaum um elektrische Entladung. In derartigen Fallen ist 
also die Hydratation der Teilchen eine Ursache der Stabilitat. Stern erschien 
es nun auf Grund des Parallelismus, der zwischen der Tanninwirkung und 
der Fahigkeit tierischer Globuline nach Freundlich und Brossa besteht, 
denkbar, ,,daB das luetische Euglobulin im Gegensatz zum normalen eine 
der Sensibilisierung durch Tannin ahnliche Wirkung auf die Lipoidsole, 
die als Antigen verwendet werden, auszuiiben vermag*’. Von diesem Ge- 
sichtspunkt aus gelangte Stern zur Versuchsanordnung, deren Ergebnis 
ihn zu der Folgerung fiihrte: ,,Es ist also durchaus denkbar, da8 auch die 
Wirkung des luetischen Euglobulins im Gegensatz zu dem normalen auf 
einer Dehydratationsfahigkeit beruht, wie man sie beim Tannin als Er- 
klarung fiir seine Fahigkeiten zu sensibilisieren annimmt*‘. 

Wahrend es bei Stern — dem damaligen Stande der Forschung 
entsprechend — offen blieb, ob die Dehydratationswirkung der Anti- 
kérperfunktion entspricht, wurde in den Arbeiten von Reiner und 
seinen Mitarbeitern‘* (vgl. hierzu auch Freund>, Neufeld und Etinger- 
Tulezynska*) die Eignung des Tannins zur Hamolysevermittlung, 
Agglutination, cytrotopen Wirkung, also zu _ antikérperihnlichen 
Funktionen demonstriert. So wurde, wenigstens teilweise, die SchluB- 
folgerung nahegelegt, daB die Antikérperwirkung auf einer Dehydratation 


1 R. Stern, diese Zeitschr. 144, 115, 1924. 

2 H. R. Kruyt, Kolloidzeitschr. 31, 338, 1922; vgl. auch (mit H.G. 
Bungenberg de Jong) Zeitschr. f. physik. Chem. 100, 250, 1922; Kolloidchem. 
Beihefte 28, 1, 1928. 

3 Brossa, Kolloidzeitschr. 32, 107, 1923. 

4 L. Reiner u. O. Fischer, Zeitschr. f. Immunitatsforschung 61, 317, 
1929; L. Reiner u. H. Kopp, ebendaselbst 61, 397, 1929; L. Reiner u. 
L. Strillich, ebendaselbst 61, 405, 1929; L. Reiner, ebendaselbst 61, 459, 1929. 

5 J. Freund, Proc. Soc. Exp. Med. and Biol. 26, 876, 1929; 28, 65, 1930. 

® F. Neufeld u. Etinger-Tulczynska, Centralbl. f. Bakt. 114, 225, 1929. 
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des Antigens beruht. Die Versuchsbedingungen, die eine dehydrati- 
sierende Wirkung auf das Antigen nachweisen sollen, liegen dann 
natirlich am giinstigsten, wenn das Antigen in verhaltnismaBig groBer 
Menge an der Reaktion teilnimmt. Das ist der Fall bei den sogenannten 
Lipoid-Antikérperreaktionen, zu denen nach dem heutigen Stande der 
Forschung zweifellos auch der serologische Luesnachweis gehért. Aus 
diesem Grunde haben wir diejenigen Kombinationen einer Priifung 
unterzogen, die nach den Angaben von R. Stern und L. Reiner zeigen 
sollen, daB auch die Komplementbindung bei der Wassermannschen 
Reaktion auf einer Dehydratation des Antigens beruht. Es handelt sich 
hierbei um die Vermittlung der Komplementbindung durch das Zu- 
sammenwirken von Tannin und Organextrakten, wie sie als Wassermann- 
Antigene zur Wassermannschen Reaktion dienen. In dieser Hinsicht 
machen insbesondere die von Reiner mitgeteilten Versuche einen sehr 
beweisenden Eindruck. 

Als wir nun die Angaben der Autoren in dieser Hinsicht einer 
Priifung unterzogen, ergaben sich bei der Verwendung der von uns 
benutzten Wassermann-Antigene gewisse Schwierigkeiten. Die durch 
das Zusammenwirken von Tannin und Organextrakten beschriebene 
Komplementbindung lieB sich namlich zundchst nicht oder nur in Aus- 
nahmefillen in geringem Grade bestitigen. Wir wurden dadurch ver- 
anlaBt, eine Analyse auf breiterer Basis vorzunehmen. 

Methodisch wurde meist derart verfahren, daB absteigende Mengen 
1°/,iger Tanninlésungen (pH = etwa 7,0) im Volumen von 0,25 cem mit je 
0,25cem der Extraktverdiinnung bzw. einer entsprechenden Alkohol- 
verdiinnung oder physiologischer Kochsalzlésung unter Zusatz von je 
0,.25cem zehnfach verdiinnten Meerschweinchenserums digeriert wurden. 
Nach einstiindigem Aufenthalt bei 37° erfolgte Zusatz des hamolytischen 
Systems in Form von 0,5cem einer gleichteiligen Mischung von Hammelblut- 
aufschwemmung und Ambozeptorverdiinnung. Die eingetretene Hamolyse 
wurde abgeschatzt und in iiblicher Weise wie folgt notiert: 


k = komplette Hamolyse, 

fk = fast komplette Hamolyse, 
st = starke Hamolyse, 

m = maéBige Hamolyse. 

w = wenig Hamolyse. 

sp = Spur Hamolyse, 

spch = Spiirchen Hamotyse, 

0 = keine Hamolyse. 


Bei Benutzung der uns zur Wassermannschen Reakiion dienenden 
cholesterinierten Rinderherzextrakte zeigte sich in der antikomplementdren 
Wirkung des Tannins mit und ohne Extraktzusatz kaum ein Unterschied. 
Wofern iiberhaupt geringgradige Differenzen vorhanden waren, wurden 
sie meist durch Zusatz einer entsprechenden Alkoholmenge in gleicher 


23* 
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Weise erzielt. Wir konnten also mit den gewéhnlichen Alkoholextrakten 
die Angaben von Stern und Reiner nicht bestdtigen. 

Trotzdem hatten die benutzten cholesterinierten Rinderherz- 
extrakte bei der Wassermannschen Reaktion unter recht strenger 
Wahrung des spezifischen Geprages eine hinreichende Empfindlichkeit. 
Der Einwand, daB die Extrakte keine geeigneten Wassermann-Reagenzien 
waren, konnte also nicht erhoben werden. So muBten die Unterschiede, 
die sich in den erérterten Ergebnissen der Autoren und in unseren 
widerspiegeln, in anderen Griinden gesucht werden. An den tatsach- 
lichen Beobachtungen von Stern und von Reiner war von vornherein 
nicht zu zweifeln. Wir bemiihten uns daher, nach andersartigen Ex- 
trakten zu suchen, die zur Reproduktion des beschriebenen Phanomens 
geeigneter waren. Hierbei ergab sich zunachst ein nicht unerheblicher 
Unterschied zwischen cholesterinierten Rinderherzextrakten und Meer- 
schweinchenherzextrakten, und zwar schienen die letzteren besonders 
dann zu einer Komplementbindung mit Tannin zu neigen, wenn sie 
aus Meerschweinchenherzen bereitet waren, die zuvor durch Auf- 
bewahren bei 37° bis zu einem gewissen Grade der Faulnis ausgesetzt 
wurden. Wir lassen ein Versuchsbeispiel dieser Art folgen. 

Absteigende Mengen (Volumen 0,25cem) 1°/,iger Tanninlésung wurden 


unter Zusatz von je 0,25 cem zehnfach verdiinnten Meerschweinchenserums 
digeriert mit 


a) je 0,25cem sechsfach verdiinnten cholesterinierten Rinderherz- 


extraktes, 
Bb) ,, O80 ;, ~ ri Meerschweinchenherzextraktes 
(nicht gefault), 
c) ,, 0,25 ,, = i Meerschweinchenherzextraktes 
(gefault), 
* d) ,, 0,25 ,, a ” Alkohols. 


Nach einstiindigem Brutschrankaufenthalt erfolgte Zusatz von je 0,5 cem 
eines gleichteiligen Gemisches von Hammelblutaufschwemmung und Ambo- 
zeptorverdiinnung. 


Die eingetretene Haimolyse wurde 
x) nach 40 Minuten 
2 Stunden 


abgelesen (siehe Tabelle 1). 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB der Zusatz von cholesteriniertem 
Rinderherzextrakt die antikomplementare Tanninwirkung nicht wesent- 
lich starker beeinfluBt als Zusatz von Alkohol. Dagegen ergibt sich 
eine stirkere Wirkung des Meerschweinchenherzextrakts, die aber wiederum 
besonders bei Verwendung des ,,gefaulten’’ Meerschweinchenherzextrakts 
deutlich zum Ausdruck kommt. 
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Tabelle I. 
Hamolyse von Hammelblut durch Ambozeptor und Komplement 
nach dessen Vorbehandlung mit Tannin 
Mengen der a, ee . __und , —" ” 
om he ooigen Meerschweinchen- Meerschweinchen- 
Tanninlisung Rinderherzextrakt herzextrakt herzextrakt Alkohol 
(nicht gefault) (gefault) 
ecm a 2 iy a i ‘ % ie aa a 3 
0,25 0 0 0 0 0 0 0 0 
0,2 0 0 0 0 0 0 0 0 
0,15 0 0 0 0 0 0 0 0 
My 0,25 0 0 0 0 0 0 0 0 
0.2 0 0 0 0 0 0 0 0 
0,15 0 st 0 0 0 0 0 st 
lf, 0,25 m fk 0 w 0 0 k k 
0,2 m k m k 0 0 k k 
0,15 m k k k m fk k k 
1/, 0,25 k k k k m k k k 
(0,2 k k k k st k k k 
015 k k k k k k k k 


Derartige ..gefaulte*‘ Meerschweinchenherzextrakte besitzen nun 
nicht etwa eine gréBere spezifische Reaktionsbreite bei der Wassermann- 
schen Reaktion. Das, was sie gegeniiber den anderen von uns verwandten 
Extrakten unterscheidet, ist vielmehr eine Neigung zu unspezifischen 
Reaktionen. Uber das nicht selten unspezifische Verhalten derart aus ge- 
faulten Meerschweinchenherzen bereiteter Extrakte ist schon friiher aus dem 
Laboratorium des einen von uns (vgl. Georgi!) berichtet worden. Es war 
damals darauf hingewiesen worden, da Meerschweinchenherzextrakte, 
die erfahrungsgemaB verhaltnismaBig leicht unspezifisch reagieren kénnen, 
diese Eigenschaft méglicherweise gerade dem Umstand einer Faulnis bei 
der Sammlung des Ausgangsmaterials verdanken. Im iibrigen wird man 
aber kaum annehmen diirfen, daB der Einflu8 der Faulnis sich in dieser 
Weise gerade den Meerschweinchenherzen gegeniiber geltend macht. Bei 
geniigender lange andauernder Einwirkung geeigneter Eingriffe wird man zu 
dem gleichen Effekt auch bei andersartigem Herzmaterial gelangen kénnen. 


Das unterschiedliche Verhalten der Meerschweinchenherzextrakte 
und der cholesterinierten Rinderherzextrakte gegeniiber der Tannin- 
wirkung gab uns aber immerhin Veranlassung zu Uberlegungen, die fiir die 
weitere Gestaltung der Versuche maBgebend waren. Da sich bei der 
Wassermannschen Reaktion auch der aus gefaulten Meerschweinchen- 
herzen bereitete Extrakt keineswegs empfindlicher erwies als der 
cholesterinierte Rinderherzextrakt, dagegen leicht zu unspezifischen 
Reaktionen neigte, schien uns die SchluBfolgerung nahe zu _ liegen, 
dag das Verhaiten der Extrakte gegeniiber der Tanninwirkung nicht eine 
Funktion der fiir Syphilis charakteristischen Reaktionsfihigkeit sein 
miifte, vielmehr von andersartigen Umstdinden abhingen kénnte. Da 


1 W. Georgi, Deutsch. med. Wochenschr. 1918, Nr. 49. 
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aber die charakteristische Wirkung der Organextrakte bei der Sero- 
diagnostik der Syphilis heute zweifellos auf eine Antigen- bzw. Hapten- 
funktion bezogen werden mu6, so wiirde sich zugleich die Schlub- 
folgerung ergeben, daB das Zusammenwirken der Extrakte mit Tannin 
nichts mit ihrer Antigenfunktion zu tun hat, vielmehr auf die kolloidale 
Beschaffenheit des Tragers der Antigenwirkung zu beziehen ist. 

Von diesem Gesichtspunkt aus konnte es méglich erscheinen, auch 
mit denjenigen Extrakten, die sich, wie die cholesterinierten Rinder- 
herzextrakte, an und fiir sich zur Erzielung eines Komplementbindungs- 
effekts durch Zusammenwirken mit Tannin nicht eignen, eine derartige 
Einwirkung durch Veranderung der kolloidalen Beschaffenheit hervor- 
zurufen. Wie schon erwahnt, konnte zuweilen immerhin auch durch 
Zusatz cholesterinierter Rinderherzextrakte eine Verstarkung der anti- 
komplementéren Tanninwirkung, wenn auch nur innerhalb gewisser 
Grenzen, hervorgerufen werden. In anderen Fallen fielen aber die 
Versuche vollkommen negativ aus. Diese Unstimmigkeiten lieBen uns 
vermuten, da vielleicht Unterschiede in der Beschaffenheit, zum Teil 
bedingt durch verschieden langes Stehen der Extraktverdiinnungen vor 
ihrer Verwendung, ursachlich verantwortlich zu machen waren. Dazu 
kam, daB nach vielfaltigen Erfahrungen das Lagern von Extrakt- 
verdiinnungen ja zweifellos zu einer Veranderung der kolloidchemischen 
Beschaffenheit, insbesondere der Dispersitat der Extraktverdiinnungen, 
fiihrt. 

Orientierende Versuche zeigten sehr bald, daf der Erwartung ent- 
sprechend die Extraktverdiinnungen bei laingerem Aufbewahren im Brut- 
schrank in ihrer Fahigkeit, mit Tannin Komplementbindung zu ergeben, 
eine wesentliche Verstdrkung erfahren. Sehr drastisch erwiesen sich von 
vornherein die Bedingungen bei Verwendung von Meerschweinchen- 
hérzextrakten, die ja iiberhaupt besser zur Erzielung des Phinomens 
geeignet waren. Aber auch Meerschweinchenherzextrakt, der aus nicht 
gefaulten Meerschweinchenherzen bereitet war, konnte durch Auf- 
bewahren im Brutschrank eine ganz erhebliche Steigerung seiner Wirkung 
gewinnen, wenn auch quantitativ im Grade dieser Veranderung Vari- 
ationen zu bestehen schienen. Das folgende Beispiel soll eine drastische 
Wirkung dieser Art demonstrieren. 


Absteigende Mengen (Volumen 0,5 cem) 1°/iger Tanninlésung wurden 
unter Zusatz von je 0,1 cem achtfach verdiinnten Meerschweinchenserums 
mit je 

*a) 0,25cem sechsfacher, frisch bereiteter Verdiinnung von Meer- 
schweinchenextrakt, 

b) 0,25 ,, _ . 15 Stunden im Brutschrank gelagerter Ver- 
diinnung von Meerschweinchenherzextrakt, 


ce) 0,25 ,, Kochsalzlésung 
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1 Stunde im Brutschrank gehalten. Nach Zusatz von je 0,5ccm eines 
gleichteiligen Gemisches von Hammelblutaufschwemmung und Ambo- 
zeptorverdiinnung ergab sich die aus Tabelle LI ersichtliche Hamolyse. 


Tabelle II. 





Hamolyse von Hammelblut durch Ambozeptor und Komplement 
nach dessen Vorbehandlung mit Tannin 





Mengen der . und 
1° ooigen a b ec 
Tanninlisung 
frisch bereitetem bei 37° gelagertem 
Meerschweinchen- Meersch weiuchen- Kochsalzlisung 
herzextrakt herzextrakt 
ecm 
1), 0,25 0 0 0 
0,2 0 0 k 
0,15 fk 0 k 
“ie 0,5 k 0 k 
0,4 k 0 k 
0,3 k 0 k 
0,25 k 0 k 
0,2 k 0 k 
0,15 h fk k 
0,1 k fk k 
0 k k k 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, wird die antikomplementdre Tannin- 
wirkung durch Zusatz der frisch bereiteten Verdiinnung von Meer- 
schweinchenherzextrakt nur geringgradig verstarkt. Auperordentlich stark 
ist aber, wie Reihe b zeigt, der Effekt, wenn eine 15 Stunden im Brut- 
schrank gelagerte Extraktverdiinnung zum Versuch gelangt. Die anti- 
komplementare Wirkung erscheint hier gegeniiber der frisch bereiteten 
Extraktverdiinnung um das Vierfache gesteigert. 


Zwar wiesen die Ergebnisse in quantitativer Hinsicht mehr oder 
weniger groBe Variationen auf. Aber bei allen Schwankungen war 
die Verstarkung der mit Tannin Komplementbindung ergebenden 
Extraktfunktion doch durchgehend wahrzunehmen. Die Zeitdauer, in 
der die Verinderungen wahrzunehmen waren, hing deutlich von der 
Temperatur ab. So war es méglich, durch Aufbewahren der Extrakt- 
verdiinnungen im Thermostaten bei 56° in kiirzerer Zeit zu dem gleichen 
Ergebnis zu gelangen, das im Brutschrank von 37° eines langeren Zeit- 
raums bedurfte. Ein Versuchsbeispiel, das sowohl das Verhalten 
eines cholesterinierten Meerschweinchenherzextrakts wie auch das- 
jenige eines cholesterinierten Rinderherzextrakts betrifft, mag das 
illustrieren. 


: 
1] 
: 
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Absteigende Mengen (Volumen 0,5 ccm) 1°/ iger Tanninlésung wurden 
unter Zusatz von je 0,1 cem vierfach verdiinnten Meerschweinchenserums 
| Stunde im Brutschrank digeriert mit 


a) je 0,25cem sechsfach verdiinnten, 15 Stunden bei 37° aufbewahrten 
cholesterinierten Meerschweinchenherzextrakts, 


b) ., 0,25 desselben Extrakts, 6 Stunden bei 56° gehalten, 

c) ,, 0,25 ,, desselben Extrakts, 3 Stunden bei 56° gehalten, 

d) ,, 0,25 desselben Extrakts, Verdiinnung frisch bereitet, 

e) ,, 0,25 ,, sechsfach verdiinnten cholesterinierten Rinderherz- 

extraktes, 15 Stunden bei 37° aufbewahrt, 

f) 0,25 desselben Extrakts, 6 Stunden bei 56° gehalten, 

g) 0,25 ,, desselben Extrakts, 3 Stunden bei 56° gehalten, 
25 desselben Extrakts, Verdiinnung frisch bereitet, 


ns. = 
i) ,, 0,2 


,. sechsfach verdiinnten Alkohols. 


~ 


Sodann erfolgte Zusatz von je 0,5ccm eines gleichteiligen Gemisches 
von Hammelblutaufschwemmung und Ambozeptorverdiinnung. 


Die eingetretene Haimolyse zeigt Tabelle ITT. 


Tabelle III. 





Hamolyse von Hammelblut durch Ambozeptor und Komplement 
nach dessen Vorbehandlung mit Tannin 
Mengen der und 3 
1 °/oigen Meerschweinchenherzextrakt Rinderherzextrakt ; 
Tanninlisung ia 











: : . 4 : 8 . Alkohol 

ae —_ —_ _—_- frisch —_ | ae. — frisch 
1, 04 0 0 0 a 0 0 0 0 
0,3 0 0 0 spch 0 0) 0) sp w 
0,25 0 0 speh k 0 0 0 sp fk 
* 02 0 0 k k 0 0 st m k 
0,15 k 0 k k 0 0 k k k 
16 0,5 k 0 k k 0 0 k k k 
0,4 k 0 k k 0 0 k k k 
0,3 k spch k k 0 0 k k k 
0,2 k k k k 0 0 k k k 
0.15 k k k k 0 w k k k 
0 k k k k k k k k k 


Das Ergebnis dieses Versuchs ist auBerordentlich demonstrativ. 
Es bestitigt zundchst die Tatsache der Verstirkung der Extraktwirkung 
durch 15 Stunden langes Lagern bet 37° sowohl fiir cholesterinierten Meer- 
schweinchenherzextrakt als auch fiir cholesterinierten Rinderherze xtrakt. 
Bemerkenswert ist in diesem Falle, daB die Zunahme bei cholesteri- 
niertem Rinderherzextrakt eine erheblichere ist als bei cholesteriniertem 
Meerschweinchenherzextrakt. Wie sehr die Bedingungen von der Tempe- 
ratur abhiingen kinnen, zeigt das Verhalten der Verdiinnungen nach dem 
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Lagern bet 56°. Schon nach dreistiindigem Aufbewahren bei 56° ist 
eine Verstarkung wahrzunehmen, die nach sechsstiindigem Lagern im 
Thermostaten auBerordentlich hochgradig erscheint und beim Meer- 
schweinchenherzextrakt sogar die Wirkung des 15stiindigen Aufenthalts 
bei 37° erheblich tibertrifft. So ergibt sich, daB jedenfalls die Fahigkeit 
der Extraktverdiinnungen, mit Tannin Komplementbindung zu geben, 
sehr wesentlich von dem Lagern der Extraktverdiinnungen abhangt. 
Dabei handelt es sich offensichtlich einerseits um eine Funktion der 
Zeit, andererseits um eine solche der Temperatur. 

Bei in geeigneter Weise gereiften Extraktverdiinnungen war nun 
nicht selten, aber keineswegs regelmaBig, auch eine gewisse Steigerung 
ihrer Reaktionsfahigkeit gegeniiber Wassermann-positiven Sera oder 
auch gegeniiber durch Kombinationsimmunisierung gewonnenen Lipoid- 
immunsera wahrnehmbar. Es wire aber irrig, eine derartige Zunahme 
der Reaktionsfaihigkeit, sofern sie iiberhaupt festzustellen ist, auf eine 
Verstarkung der Antigenfunktion dieser Extrakte zuriickzufiihren. Man 
mu, wie schon hervorgehoben, scharf unterscheiden zwischen der 
eigentlichen primaren Antigenfunktion und der sekundaren Verstarkung 
der Sinnfalligkeit des Ergebnisses bei der Komplementbindung. Dab 
man in der Tat gerade mit derartigen Faktoren bei den gereiften Extrakt- 
verdiinnungen zu rechnen hat, ergab sich schon daraus, daf ihre stdrkere 
Reaktionsfihigkeit, wofern sie tiberhawpt eintrat, nicht selten mit der 
Neigung zu unspezifischen Ergebnissen mit labilen menschlichen Patienten- 
sera verbunden war. Wir lassen ein Versuchsbeispiel folgen. 


Absteigende Mengen (Volumen 0,25 cem) sechsfach verdiinnten chole- 
sterinierten Meerschweinchenherzextrakts 1. frisch bereitet, 2. nach 
l5stiindigem Autbewahren der Extraktverdiinnung im Brutschrank wurden 
unter Zusatz von je 0,25¢ecem 

a) fiinffach verdiinnten Patientenserums (Tuberkulose), 

bh) fiinffach verdiinnten Patientenserums (Gonorrhoe),. 

ce) physiologischer Kochsalzlésung 
mit je 0,25cem l5fach verdiinnten Meerschweinchenserums | Stunde im 
Brutschrank digeriert. 

Nach Zusatz von je 0,5 ccm eines gleichteiligen Gemisches von Hammel- 
blutaufschwemmung und Ambozeptorverdiinnung ergab sich die aus 
Tabelle IV ersichtliche Hamolyse. 


Wie die Tabelle zeigt, reagiert die gereifte Extraktverdiinnung mit 
einem Wassermann-negativen Tuberkuloseserum stark positiv. Es ist 
durchaus charakteristisch, d&B sich hier die Vera&nderung, die die 
Extraktverdiinnung beim Reifen erfaihrt, zugleich in einer unspezifischen 
Wassermannschen Reaktion bei Tuberkulose auBert. Man wird daher 
nicht fehlgehen in der Annahme, daf das Reifen der Extrakt- 
verdiinnungen zugleich zu unspezifischen Labilitatsreaktionen fihren 
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Tabelle IV. 





Himolyse von Hammelblut durch Ambozeptor und Komplement 

nach dessen Vorbehandlung mit Meerschweinchenherzextrakt 

Mengen des 
sechsfach - 9 


verdiinnten ; a 
frisch bereitet 15 Std. 37° 








Meer- 
tad tan 7 > at “ —_ 
erzextrakts e » c 
Peer” | Meee” | Kesheae- | Polearm” | Pema” | Rosheate 
ecm Tuberkulose Gonorrhoe meang Tuberkulose Gonorrhoe lenng 
0,25 k k k 0 k fk 
0,15 k k k 0 k k 
0,1 k k k 0 k k 
0,05 k k k 0 k k 
0.08 k k k speh k k 
0,02 k k k tk k k 
0,01 K k k k k k 


kann. Selbst wenn also eine Verstarkung der Reaktionsfahigkeit des 
Extrakts unter den Bedingungen der Wassermannschen Reaktion in 
manchen Fallen vorliegen sollte, so wird man beriicksichtigen miissen, 
daB es sich hier um eine Folge der Alteration der unspezifischen Kolloid- 
beschaffenheit der Extraktverdiinnung handelt, die die Eignung zur aus- 
schlieBlichen spezifischen Antigenfunktion nicht mehr gewihrleistet, 
vielmehr dariiber hinaus zu unspezifischen Veranderungen fiihrt. Die 
Vorstellung ist naheliegend, da die durch Lagern der Extraktverdiinnung 
erworbene Eignung, stark mit Tannin zu reagieren, eher ein Analogon 
dieser sich in unspezifischer Reaktionsfaihigkeit duBernden Alteration ist, 
als daB sie einer Verdinderung der Antigenfunktion im engeren Sinne 
entspricht. 


In diesem Sinne spricht auch der Umstand, daB die Alteration alkoholi- 
scher Lipoidreagenzien nach dem Verdiinnen mit physiologischer Kochsalz- 
lésung beim Lagern hinsichtlich ihres Verhaltens gegeniiber Tannin in 
weiten Grenzen unabhangig von ihrer Eignung zur Antigenfunktion erfolgte. 
Charakteristisch hierfiir ist z. B., daB das Mercksche Lecithin in geeigneten 
Verdiinnungen nach dem Lagern ebensowenig und jedenfalls nicht starker 
mit Tannin reagierte als bei frischer Bereitung, obwohl es ein ausgezeichnetes 
Antigen bzw. Hapten darstellt. Schon diese Unterschiede zwischen Organ- 
extrakten und Lecithin bei mindestens gleichwertiger Antigen- bzw. Hapten- 
wirkung sprechen dafiir, daf zwischen der Fahigkeit von Lipoidreagenzien, 
mit Tannin und mit Antisera Komplementbindung zu ergeben, ein Parallelismus 
keineswegs besteht. Andererseits schienen alkoholische Mastizxlésungen nach 
geeigneter Verdiinnung zu einer Komplementbindung mit Tannin zu fiihren. 
Die Versuche verliefen nicht ganz iibereinstimmend. Es stehen aber doch 
einer Reihe von negativen Befunden eine hinreichende Zahl positiver 
Versuche gegeniiber, die dartun, daB Zusatz von Mastixlésungen unter 
geeigneten Bedingungen jedenfalls zu einer gréBeren Verstarkung der 
antikomplementaren Tanninwirkung fiihren kann als frisch bereitete Ver- 
diinnungen von Organextrakten. Sollten sich diese Erfahrungen bestatigen, 
so kénnten sie dartun, daB es sich beim Zusammenwirken von verdiinnten 
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Extrakten mit Tannin wohl um ein allgemeines kolloidchemisches Phanomen 
handeln diirfte, das mit der Antigenfunktion der kolloidalen Lésungen 
nichts zu tun hat. 

Vom gleichen Gesichtspunkt aus galten weitere Versuche der Frage, 
ob Organextrakte mit heterogenetischer Antigenfunktion in bezug auf 
die Tanninwirkung wandelbar sind, ohne zugleich eine wesentliche 
quantitative Verinderung ihrer markanten spezifischen Antigenfunktion 
erkennen zu lassen. Zur Analyse dieser Art dienten hauptsachlich 
Meerschweinchennierenextrakte und Antisera, die durch kombinierte 
Vorbehandlung mit Meerschweinchennierenextrakt und Schweineserum 
gewonnen waren. Das Verhalten eines solechen Meerschweinchennieren- 
extrakts bestatigt zwar grundsatzlich dasjenige der bereits angefiihrten 
Extrakte. Es soll aber doch ein Versuch wiedergegeben werden, der zu- 
gleich zeigt, wie sehr die Wirkung gegeniiber Tannin zunehmen kann, 
wenn die Extraktverdiinnungen 48 Stunden lang im Brutschrank von 
37° aufbewahrt werden. 

Absteigende Mengen (Volumen 0,5 ccm) 1°/, iger Tanninlésung wurden 
unter Zusatz von je 0,25cem 12fach verdiinnten Meerschweinchennieren- 
extrakts 

a) 48 Stunden bei 37° gelagert, 

b) 48 i ,. Zimmertemperatur gelagert, 

c) frisch bereitet, 

d) 0,25cem zw6lffach verdiinnten Alkohols 
mit je 0,leccem vierfach verdiinnten Meerschweinchenserums | Stunde im 
Brutschrank digeriert. Die nach Zufiigen von je 0,5 cem eines gleichteiligen 
Gemisches von Hammelblutaufschwemmung und Ambozeptorverdiinnung 
eingetretene Himolyse zeigt Tabelle V. 


Tabelle V. 





Himolyse von Hammelblat durch Ambozeptor und Komplement 
nach dessen Vorbehandlung mit Tannin 














und 
Mengen 
der 1°/o9igen Meersch weinchennierenextrakt verdiinnung d 
Tanninlésung SEF lt Oh EE 
" 7 " Alkohol 
48 Std. 379 | 48Std. Zimmer- —frisch bereitet 
ecm temperatur 
1, 04 0 0 0 i) 
0,3 0 0) 0 fk 
0,25 0 0 k k 
0,2 0 0 a i. 
0,15 0 , w k k 
56 0,5 0 m k i 
0,4 0 fk k k 
0,3 0 k k k 
0,25 0 k k ~ 
0,2 speh s s k 
0 k . K k 
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Der Meerschweinchennisrenextrakt weist, wie aus der Tabelle er- 
sichtlich ist, grundsdtzlich das gleiche Verhalten auf wie die gepriiften 
Meerschweinchenherz- und Rinderherzextrakte. Charakteristisch an diesem 
Versuch ist aber die sehr erhebliche Verstirkung der Extraktwirkung, 
die durch ein verlingertes 48stiindiges Reifen der Extraktverdiinnung 
bei 37° erzielt wird. Bei einer derart langen Reifezeit ergibt sich, wie ein 
Vergleich der Kolonnen b und e zeigt, auch bei Zimmertemperatur 
bereits eine Zunahme der mit Tannin reagierenden Funktion, wenn sie 
auch hinter der bei 37° erzielbaren quantitativ weit zuriickbleibt. 

Vergleicht man nun mit der antikomplementaren Wirkung, die durch 
das Zusammenwirken von Meerschweinchennierenextrakt und Tannin er- 
zielt wird, die spezifische Komplementbindung, die die gleichen E xtrakt- 
verdiinnungen bei Zusatz von heterogenetischem Antiserum ausiiben, so 
ergibt sich kaum ein Unterschied'. Die zur Komplementbindung aus- 
reichende Antiserummenge wird durch die Veranderung des Extrakts 
nicht oder keinesfalls wesentlich vermindert. Es ergibt sich daher 
wiederum die SchluBfolgerung, daB man nicht von einem Parallelismus 
im Verhalten des Tannins und des Antiserums sprechen kann?. 

Auch Flockungsversuche beim Zusammenwirken von Meerschweinchen- 
nierenextrakt oder auch anderen Extrakten mit Tannin sprechen nicht 
fiir die Vergleichbarkeit der Tanninwirkung mit einer Antikérperfunktion. 
Es verdient hierauf deswegen verwiesen zu werden, weil R. Stern (I. c.) 
als Stiitze seiner Betrachtungen auch Versuche angefiihrt hat, in denen 
Tanninlésungen unter den Bedingungen der Sachs-Georgi- Ausflockungs- 
reaktion bei Zusatz der Extraktverdiinnungen ausflockten. In unseren 
Versuchen hat sich nun ergeben, daB diese ausflockende Wirkung des 
Tannins gegeniiber Extraktverdiinnungen zwar in ziemlich hohem 
Grade wahrzunehmen ist, daB aber die Flockung bei Verwendung in 
geeigneter Weise gereifter Extrakte, die sich gerade zur Komplementbin- 


dung mit Tannin eignen, schwindet. Ein Versuchsbeispiel sei angefiihrt. 

Absteigende Mengen (Volumen 0,5 ccm) 1°/,iger Tanninlésung wurden 
digeriert mit je 0,25cem einer zw6élffachen Verdiinnung von Meerschwein- 
chennierenextrakt 


a) nach 48stiindigem Reifen bei 56°, 


b) , 48 i is a. Oe 
oF sn Se ‘9 99 .. Zimmertemperatur, 


d) frisch bereitet. 


Das Flockungsergebnis zeigt Tabelle VI. 


! Die Ubereinstimmung war so weitgehend, da®B wir von der Wiedergabe 
eines Versuchsbeispiels absehen zu kénnen glauben. 

* Bemerkt sei noch, daB auch bei Priifung absteigender Extraktmengen 
und gleicher Antiserumdosis die Bedingungen nicht anders lagen. Es waren 
auch bei dieser Anordnung keine wesentlichen Unterschiede wahrzunehmen. 
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T- Tabelle VI. 
on = 
m Flockung beim Zusammenwirken von Tannin 
Mengen mit Meerschweinchennierenextraktverdiinnung 

q, der 1%/o9igen cabins MEW Le 
ng Tanninlésung a b € d 
% 48 Std. 56° 48 Std. 370 | 48 Std. Zimmer- frisch bereitet 
in ecm temperatur 
ur 
ie ‘4 0,4 + T “or? 
t 0,3 - -- + +++ 
ch 0,25 - — + ee 
- 0,2 I — + ee 
t- 0,15 ! -- + oe 
so 1 16 0.5 2 tye + + + ? 
s- 0,4 =: -- ‘ re 
ts 0,3 + — > ~ ++ 
er 0,25 I - + ++ 
8 0,2 = i + ¥ 

0 + — + — 
n- . ° . . . . , 
nt Wenn man die Tabelle tiberblickt und mit denjenigen Versuchen 
. vergleicht, in denen die komplementbindende Wirkung verschieden 
.) gereifter Extraktverdiinnungen gegeniiber Tannin gepriift wurde, so 


verhalten sich die Ergebnisse wie ein Negativ zum Positiv. Wdhrend 


4 dort durch das Reifen der Extraktverdiinnungen die Komplementbindung 
- mit Tannin in der Regel erst erzielt wird, hért die Flockungsfahigkeit 
ae nach dem Reifen der Extrakte gerade auf. Das ist ein merkwiirdiger 
* Befund. Zunachst kann man ihn nur in dem Sinne deuten, daB kom- 
™ plementbindende und flockende Tanninwirkungen gegeniiber Extrakten 
. unabhangig voneinander auftreten. Nun sind die in dem obigen Versuchs- 


t. beispiel mitgeteilten Bedingungen allerdings insofern extreme, als das 
Lagern der Extrakte sehr lange Zeit und in 12facher’ Verdiinnung 


* erfolgte. Wurden die Extraktverdiinnungen konzentrierter bereitet 
(nur sechsfach), so ergaben sich Unterschiede insofern, als das Lagern 
bei Zimmertemperatur nicht zu einer derartigen Aufhebung der Flock- 
barkeit durch Tannin fiihrte. Bei 37° wurden aber die Bedingungen 
gleichartig, wie das folgende Versuchsbeispiel zeigt. 

Absteigende Mengen (Volumen 0,5 ccm) 1°/ iger Tanninlésung wurden 
digeriert mit je 0,25cem sechsfach verdiinnten Meerschweinchennieren- 
extrakts 

re a) 48 Stunden im Brutschrank gelagert, 

b) 48 a bei Zimmertemperatur gelagert, 
ea c) frisch bereitet. 


n. Das Ergebnis zeigt Tabelle VII. 
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Tabelle VII. 





Flockung beim Zusammenwirken von Tannin 


. mit Meerschweinchennierenextraktverdiinnung 
Mengen der 1° o9igen 
Tanninlésung 





a b ¢ 
. qe St . : 
— 48 Std. 37° mineteinteeaainn frisch bereitet 
1, 04 _ ++ +++ 
0,3 — +++ +++ 
0,25 _ — +++ 
0,2 -- ++ +++ 
0,15 — - +: 
"ie 0,5 sa “ ie 
0,4 ~ - + 
0,3 — — + 
0,25 — = 4 
0 si iii bi 


Wie die Tabelle zeigt, findet in diesem Falle, der nach vergleichenden 
Untersuchungen durch die nur sechsfache Verdiinnung charakterisiert 
erscheint, eine Abschwichung der Flockbarkeit nach 48 stiindigem Lagern 
bei Zimmertemperatur in geringerem Grade statt, wihrend nach ent- 
sprechender Reifung bei 37° die Flockbarkeit erloschen ist, dagegen bei 
der Komplementbindung gerade diese gereifte Extraktverdiinnung mit 
Tannin reagiert. Man hat es also in der Hand, je nach der Art der 
Extraktverdiinnung bzw. deren Reifung mit Tannin starke Komple- 
mentbindung bei fehlender Flockung oder starke Flockung bei minimaler 
oder fehlender Komplementbindung zu erzielen. Denn die frisch be- 
reiteten Extraktverdiinnungen, die eine so starke Flockungszone auf- 
weisen, ergaben keine oder kaum eine Steigerung der antikomple- 
mentaren Tanninwirkung. 

Allerdings darf nicht unerwahnt bleiben, daB auch die spezifische 
heterogenetische Flockung durch das Lagern der Extraktverdiinnungen 
eine mehr oder weniger starke Abschwachung erfuhr. Das folgende 
Versuchsbeispiel zeigt diese Bedingungen. Es handelt sich dabei um 
die gleichen Extraktverdiinnungen, die auch zu dem in Tabelle VII 
wiedergegebenen Versuch dienten. 

Absteigende Mengen (Volumen 0,5cem) eines durch Kombinations- 
immunisierung vom Kaninchen gewonnenen heterogenetischen Antiserums 
wurden unter Zusatz von je 0,25 cem zehnfach verdiinnten Meerschweinchen- 
serums digeriert mit je 0,25ccm sechsfach verdiinnten Meerschweinchen- 
nierenextrakts 

a) 48 Stunden bei 37° gereift, 
b) 48 - .. Zimmertemperatur gereift, 
c) frisch bereitet. 


Die nach etwa 2 Stunden («) sowie nach 20 Stunden (/) eingetretene 
Flockung ist aus Tabelle VIII ersichtlich. 
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Tabelle VIII. 





Flockung beim Zusammenwirken von heterogenetischem Antiserum 
mit Verdiinnungen von Meerschweinchennierenextrakt 
Mengen des 











heterogenetischen a b e 
Antiserums S 
48 Std. 37° ,.__ 48 Std. frisch bereitet 
Zimmertemperatur 
ecm a 3 a 3 es @ ; 
0,025 - +++  +4++ 44+ F¢4++ 4+4+4++4+ 
0,015 ~ +++ 444+ 44+ +44 4444+ 
0,01 ~ ++ +++ ) $44 4444 
0,005 _ — _ - aa +t 
0,003 _ -_ + - + +? 
0,002 =m _— + om ome oie 
0,091 at = ; ~ ne 


Aus der Tabelle ergibt sich, daf die heterogenetische Flockung durch 
das Reijfen der Extrakte cine deutliche Abnahme erfahren hat, wesentlich 
mehr nach dem Reifen bei 37° als bei Zimmertemperatur. Die Unter- 
schiede zwischen a und c erscheinen bei kurzfristiger Ablesung (x) 
besonders deutlich. Sie kamen in manchen Versuchen, zumal nach 
langerer Reifung der Extraktverdiinnungen bei héheren Temperaturen, 
noch markanter zum Ausdruck, so da sie auch als Aufhebung der 
Flockbarkeit der Extraktverdiinnung durch die Reifung, und zwar 
sowohl gegeniiber Tannin als auch gegeniiber heterogenetischem Anti- 
serum imponieren konnten. 


Von wesentlichem Interesse scheint uns zugleich die Tatsache zu sein, 
da8 man Extraktverdiinnungen durch hinreichend langes Reifen bei ge- 
eigneter Temperatur so verandern kann, daB sie sich gegeniiber hetero- 
genetischem Antiserum zur Komplementbindung noch eignen oder in dieser 
Eigenschaft sogar eine Zunahme erfahren, wahrend sie ihre Flockbarkeit 
eingebiiBt haben. Es handelt sich hier um beachtenswerte Fragen, iiber 
deren Einzelheiten in einer besonderen Arbeit zu berichten sein wird. Hier 
sei nur erwahnt. daB, soweit wir die Dinge bisher iibersehen kénnen, 
die gleichsinnige Alteration der Extraktverdiinnungen beim Lagern fiir die 
sogenannten Lipoidantigene (auch Lecithin) im allgemeinen zutrifft, ohne 
da8 es sich hier um eine Erscheinung handelt, die auf das heterogenetische 
Antigen beschrankt ist. Ob etwa doch dem derart sowohl bei der Tannin- 
wirkung als auch bei Antikérperreaktionen erscheinenden Antagonismus 
zwischen Flockbarkeit und Eignung zur Komplementbindung gemeinsame 
kausale Zusammenhainge zugrundeliegen, soll vorlaufig dahingestellt 
bleiben. 


Auf einen Punkt glauben wir jedoch auch an dieser Stelle noch 
eingehen zu sollen. Es hat sich namlich gezeigt, daB die gereiften 
Extraktverdiinnungen eine antikomplementaére Wirkung annehmen 
kénnen, die in zweierlei Weise charakterisiert erscheint, einerseits darin, 
daB sie mit der Zeit des Lagerns zunimmt, und andererseits nicht selten 
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in einer optimalen Hemmungszone, indem eine Steigerung der Extrakt- 
dosis gewissermaBen eine UberschuBhemmung bedingt. Eine derartige 
Genese der antikomplementaren Wirkung ergibt sich sehr deutlich aus 
dem folgenden Versuchsbeispiel. 


Absteigende Mengen (Volumen 0,25 ccm) sechsfach verdiinnten chole- 
sterinierten Rinderherzextrakts wurden 


a) nach 24stiindigem Reifen bei 37°, 


my ss 6S ‘ ‘9 » 87", 
C) 5 8 9 > Pe a 
yes 6 i Pe ee 
©) x 4 rv io OTs 
f) 99 2 9 % o ots 
s) s+ - * » Zimmertemperatur 


unter Zusatz von je. 0,25cem physiologischer Kochsalzlésung mit je 
0,25 cem zehnfach verdiinnten Meerschweinchenserums | Stunde im Brut- 
schrank digeriert. Nach Zufiigen von je 0,5cem eines gleichteiligen 
Gemisches von Hammelblutaufschwemmung und Ambozeptorverdiinnung 
ergab sich die aus Tabelle IX ersichtliche Hamolyse. 


Tabelle IX. 





Himolyse von Hammelblut durch Ambozeptor und Komplement nach 





Mengen dessen Vorbehandlung mit Extraktverdiinnungen nach Reifen 
der 6fachen 
Extrakt- a b c d e f & 
verdiinnungen | 94 Std. 17 Std. 8Std.  6Std.  4S8td.  2Std. 24 Std. 
370 370 379 370 370 370 zimmer- 
ecm temperatur 
0,25 k k k k k k fn 
0,15 fk k k k k k k 
0,1 w fk k k k k k 
: 0,05 0 0 fk fk k k k 
0,03 0 0 fk fk fk k k 
0,02 0 0 k k k k k 
0,01 sp m k k k k k 
0,006 k k k k k k k 


Aus der Tabelle ergibt sich sehr deutlich, 

1. daB der Extrakt durch das fortschreitende Lagern bei 37° eine 
zunehmende antikomplementdre Wirkung annimmt; 

2. dap diese antikomplementire Wirkung augenscheinlich bei ge- 
eigneten mittleren Extraktdosen maximal ist, wahrend sie bei grdperen 
Extraktmengen merkwiirdigerweise nicht in Erscheinung tritt. 


Durch dieses Verhalten wird eine haufig beobachtete Erscheinung 
verstandlich, da namlich trotz entstehender antikomplementarer 
Extraktwirkung die fortschreitende Fahigkeit der Extraktverdiinnung, 
im Verein mit Tannin antikomplementar zu wirken, nachweisbar ist. 
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Es handelt sich hierbei eben um Verwendung héherer Dosen der Extrakt- 
verdiinnungen, die die antikomplementare Wirkung nicht aufweisen. 
Es kann daher vorkommen, da8 im Tanninversuch der Extrakt keine 
antikomplementare Wirkung aufweist, wihrend er bei Priifung in ab- 
steigenden Mengen eine mittlere Eigenhemmungszone erkennen 1aBt. 
Im iibrigen ist fiir die Gewinnung eigenhemmender Funktionen von 
seiten der Extraktverdiinnungen das Aufbewahren bei héheren Tempe- 
raturen maBgebend; bei Zimmertemperatur war die Veranderung nicht 
wahrzunehmen. Dagegen nimmt der Extrakt rascher antikomple- 
mentire Funktionen an, wenn er bei 56° gelagert ist, als bei 37°, wie 
das folgende Versuchsbeispiel zeigt. 


Absteigende Mengen (Volumen 0,25 cem) sechsfach verdiinnten chole- 
sterinierten Rinderherzextrakts wurden 


a) nach 2Istiindigem Lagern bei 56°, 


oe Ye ma o oo He, 
oe ~« 6 - - ~~) a 
3 ” » 56°, 


e) frisch bereitet, 


mit je 0,25cem zehnfach verdiinnten Meerschweinchenserums unter Zusatz 
von je 0,25cem physiologischer Kochsalzlésung */, Stunden im Brut- 
schrank digeriert. Die nach Zusatz von je 0,5cem eines gleichteiligen 
Gemisches von Hammelblutaufschwemmung und Ambozeptorverdiinnung 
eingetretene Hamolyse zeigt Tabelle X. 


Tabelle X. 








Mengen Hamolyse von Hammelblut durch Ambozeptor und Komplement 

der 6 fachen nach dessen Vorbehandlung mit Rinderherzextraktverdiinnung 
Extrakt- —_ 

verdiinnung a b ¢ d e 

eem 21 Std. 56° 12 Std. 56° 6 Std, 56° 3 Std. 56° frisch bereitet 

0,25 0 0 0 st k 
0,15 0 0 0 m k 
01 0 0 0 sp k 
0,05 0 0 0 sp k 
0,03 0 0 0 st k 
0,02 0 0 0 fk k 
0,01 m k k k hk 
0,006 k k k k k 


Wie sich aus diesem Versuch ergibt, ist durch das Reifen bei 56° 
bereits innerhalb 6 Stunden ein Maximum der antikomplementiren 
Wirkung erzielt worden. Schon nach dreistiindigem Aufenthalt bei 56° 
ist der Beginn der Veranderung deutlich festzustellen. 

Dieses Entstehen der antikomplementaren Wirkung ist aber, wie wir 


glauben méchten. fiir die Tanninreaktion, d.h. das Entstehen der Kom- 
plementbindung beim Zusammenwirken von Extraktverdiinnungen mit 
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Tannin nicht allein verantwortlich zu machen. Gegen den Parallelismus 
spricht naimlich die Tatsache, daB die Entstehung der antikomplementiren 
Wirkung beim Lagern nicht fiir alle Extrakte gilt. Gerade bei Meer- 
schweinchennierenextrakten haben wir sie in der Regel vermi8t oder jeden- 
falls nicht ausgesprochen wahrnehmen kénnen. Trotzdem lieB sich aber die 
Tanninreaktion auch mit gereiften Meerschweinchennierenextrakten leicht 
erzielen (vgl. hierzu Tabelle V). Die Frage, ob trotzdem Beziehungen 
zwischen den beiden Phainomen bestehen, soll hier nicht naher verfolgt 
werden. Es wird an anderer Stelle auf dieses Problem noch besonders 
zuriickzukommen sein. Die Bedingungen erscheinen auch durch ver- 
schiedenes Verhalten bei wechselndem Verdiinnungsgrad von besonderem 
Interesse. 

Es kénnte weiterhin von Interesse sein, die Beziehungen zwischen 
dem Entstehen antikomplementdrer Extraktwirkungen und der Sero- 
diagnostik der Syphilis zu erforschen. Nur kurz sei in dieser Hinsicht 
ein Versuchsbeispiel angefiihrt, das das Verhalten einer gereiften und 
einer frisch hergestellten Verdiinnung bei der Wassermannschen Re- 
aktion zeigt. 

Absteigende Mengen (Volumen 0,25cem)  sechsfacher Extrakt- 
verdiinnung wurden 1. nach 24stiindigem Lagern bei 37°, 2. frisch bereitet 
unter Zusatz von je 0,25cem zehnfach verdiinnten Meerschweinchen- 
serums mit je 0,25ccm 

a) fiinffach verdiinnten Wassermann-positiven Patientenserums, 

b) fiinffach verdiinnten Wassermann-negativen Patientenserums, 

c) physiologischer Kochsalzlésung 
1 Stunde im Brutschrank digeriert. Sodann erfolgte Zusatz von je 0.5 ccm 
eines gleichteiligen Gemisches von Hammelblutaufschwemmung und Ambo- 
zeptorverdiinnung. 

Die eingetretene Haimolyse zeigt Tabelle XI. 


Tabelle XI. 





Himolyse von Hammelblut durch Ambozeptor und Komplement 
nach dessen Vorbehandlung mit 








Mengen , 
der 6fachen 1. 2. 
Extrakt- gereifter Extraktverdiinnung frischer Extraktverdiinnung 
verdiinnung und und 
a b e a b c 
cem Wa.+—Ser. Wa. Ser. NaCl Wa.+—Ser. | Wa. Ser. NaCl 
0,25 0 k 0 0 k k 
0,15 0 k 0 0 k k 
0,1 0 k 0 0 k k 
0,05 0 k 0 0 k k 
0,03 st k 0 0 k k 
0,02 k k 0 sp k k 
0,01 k k 0 k iN k 
0,006 k k m k k k 
0,004 k k fk k k k 
0 k k h hk k k 
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Die Tabelle zeigt in sehr drastischer Form die Verinderung der 
Extraktverdiinnung nach 24stiindigem Lagern bei 37°. Der Extrakt 
hat eine auferordentlich starke Eigenhemmung angenommen. Sie wird 
jedoch durch die aufhebende Wirkung des Serums in diesem Falle ganz 
unterdriickt. Besonders bemerkenswert ist aber, daB die Reaktions- 
fahigkeit des positiven Serums mit dem gereiften Extrakt nicht starker, 
eher sogar schwacher ist. Wir haben wiederholt feststellen kénnen, dab 
die Wassermannsche Reaktion mit derart gereiften Extrakten nicht 
starker ausfiel als mit frisch bereiteten Extraktverdiinnungen, trotz 
der auBerordentlichen Zunahme der antikomplementéren Wirkung. 
Ausnahmen hiervon kamen allerdings vor. Das ist schon deshalb ver- 
standlich, weil in manchen Versuchen die antikomplementare Extrakt- 
wirkung so stark war, daB sie auch bei Zusatz Wassermann-negativen 
Patientenserums bestehen blieb. Beriicksichtigt man dagegen die auBer- 
ordentliche Zunahme der Tanninreaktion mit gereiften Extrakten, so 
gelangt man wiederum zu dem Ergebnis, daf die Verdnderungen, die 
die Extraktverdiinnungen durch das Reifen erfahren, nicht oder nicht 
wesentlich die Antigenfunktion der Extrakte betreffen, daB es sich viel- 
mehr hier um Alterationen handelt, die sich im wesentlichen dem Tannin 
gegeniiber geltend machen und zugleich zu einer bemerkenswert starken 
antikomplementdren Wirkung fiihren kénnen. 

Mit Riicksicht auf die interessanten alteren und neueren Untersuchungen 
R. Miillers iiber den EinfluB des Reifens von Extraktverdiinnungen bei 
hoheren Temperaturen auf ihre Eignung zur Wassermannschen Reaktion 
oder auch zur Miiller-Ballungsreaktion sei hier ausdriicklich noch einmal 
betont, daB sich verschiedene Extrakte bei dem Reifen verschiedenartig 
verhalten kénnen. Die mitgeteilten Ergebnisse sprechen daher nicht etwa 
gegen eine ZweckmaBigkeit des Reifens von Extraktverdiinnungen bei 
héherer Temperatur unter geeiqneten Bedingungen. Auch daB die gereiften 
Extraktverdiinnungen sich in unseren Versuchen trotz Eigenhemmung zur 
Wassermannschen Reaktion brauchbar erwiesen, sei hervorgehoben. Es 
ist verstandlich, daB bei starker, durch den Extrakt bedingter Eigenhemmung 
und schwacher syphilitischer Blutveranderung immerhin eine Verstaérkung 
der Wassermannschen Reaktion eintreten kann. An dieser Stelle soll aber 
ein Hinweis auf die bemerkenswerten, von FR. Miiller erhobenen Befunde 
geniigen. 

Uberblickt man das Gesamtergebnis der mitgeteilten Untersuchungen, 
so diirften sie im Hinblick auf die zu Beginn dieser Arbeit erérterte 
Frage, ob man aus den Tanninversuchen die SchluBfolgerung ziehen 
darf, daB die Antikérperwirkung auf einer Dehydratation des Antigens 
beruht, nicht ohne Interesse sein. Es hat sich jedenfalls fiir den Fall 
des serologischen Luesnachweises, den wir auf sogenannte Lipoid- 
antikérperwirkungen beziehen, gezeigt, daB Extrakte, die zur Wasser- 
mannschen Reaktion gut geeignet sind, die von Stern sowie von Reiner 
beschriebene Tanninreaktion nicht zu ergeben bravchen. Ein Wider- 
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spruch zu den Angaben von Stern und Reiner diirfte aber hierin in- 
sofern nicht gelegen sein, als sich geeignete Extrakte auffinden oder 
die ungeeigneten Extrakte durch kiinstliche Eingriffe in dem Sinne 
sich verdndern lieBen, daB sie in der Tat beim Zusammenwirken mit 
Tannin Komplementbindung ergaben. Wesentlich erscheint uns aber 
wiederum, daf trotz derart bedingter Eignung der Extraktverdiinnungen 
zur Tanninreaktion die Reaktionsfihigkeit der gleichen Extrakt- 
verdiinnungen bei der Wassermannschen Reaktion nicht verdndert 
wurde. Das gleiche traf fiir eine gleichsinnige Immunantikérperreaktion, 
die heterogenetische Komplementbindung, zu. 


Es scheint uns daher auf Grund unserer Untersuchungen die 
SchluBfolgerung berechtigt, daf ein Vergleich mit der Tanninwirkung 
nicht ohne weiteres zu der Annahme einer durch Antikérperfunktion be- 
dingten Dehydratation des Antigens fiihrt. Wir méchten daher glauben, 
da8 die Tanninversuche auf das eigentliche Wesen der spezifischen 
Antikérperwirkung kaum Licht zu werfen in der Lage sind. Die Ver- 
mittlung der Komplementbindung durch Zusammenwirken von Tannin 
und Lipoidextrakt diirfte vielmehr zuniachst in das Kapitel der so- 
genannten Pseudoreaktionen einzureihen sein. Man kénnte vielleicht 
annehmen, daf labilisierte Serumglobuline bei den Labilitdtsreaktionen 
in dhnlicher Weise (dehydratisierend?) auf die Extrakte wirken wie das 
Tannin. Auch von theoretischen Gesichtspunkten aus kann man eine 
Dehydratation des Antigens kaum als Ursache der Antikérperwirkungen 
im allgemeinen annehmen. Es ware schon schwer verstandlich, wieso 
sonst bei der Prazipitation oder der Komplementbindung mit gelésten 
EiweiBantigenen so minimale Antigenmengen ausreichen kénnen!. Die 
Tanninreaktion mit Lipoidreagenzien erscheint uns daher eher als Modell 
der Labilitdtsreaktionen als ein solches der spezifischen Antikdrper- 
reaktionen. 

Damit soll aber keineswegs ausgeschlossen werden, daB die Tannin- 
wirkung fiir die Klarung der Antikérperreaktionen von Bedeutung sein 
kann. Denn es ist wiederholt zu betonen, daB es sich bei den Anti- 
kérperreaktionen um einen primaren Akt und um sekundare Folgen 
handelt. Diese sekundaren Folgen sind in sehr ahnlicher Weise be- 
einfluBbar, wie die unspezifischen Labilitatsreaktionen. In diesem Sinne 
dirfte daher die Tanninreaktion fiir das Verstandnis der Antikérper- 
reaktionen von Interesse sein. Man wiirde dann anzunehmen haben, 
daB der eigentlichen Antigen-Antikérperreaktion ein Dehydratations- 
vorgang zwar folgen kénnte, aber keineswegs auf das Antigen beschrankt 
zu sein braucht, sondern ebenso die SerumeiweiBkérper, insbesondere 

‘ 


1 Vel. hierzu H. Sachs, Centralbl. f. Haut- u. Geschlechtskrankh. 33, 
417, 1930. 
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die Globuline, je nach den vorliegenden Bedingungen treffen kénnte 
(vgl. hierzu auch Eagle!). Von diesem Gesichtspunkt aus diirfte freilich 
fiir die Erkenntnis des Wesens der Antikérperwirkung wenig gewonnen 
sein. Denn dab sekundar Dispersitatsvergréberungen eine dominierende 
Rolle spielen, muBte man von jeher annehmen, und wenn man in diesem 
Sinne von einer sekundaéren Dehydratation spricht, so diirfte kaum 
eine wesentliche Veranderung der Betrachtungsweise vorliegen. 

Ob fiir die Analyse der agglutinierenden, der Hamolyse ver- 
mittelnden und der cytotropen Wirkung des Tannins Funktionen, 
die seit den Untersuchungen Landsteiners bereits fiir die kolloidale 
Kieselsiure bekannt sind — andere Gesichtspunkte erforderlich sind, 
lassen wir dahingestellt, weil wir uns in der Erérterung vorlaiufig auf 
die von uns gepriifte Funktion des Tannins gegeniiber Lipoidextrakten 
beschranken méchten. Bemerkenswert erscheinen uns Untersuchungen 
von Freund? iiber die Entgiftung von Diphtherie- und Tetanustoxin 
durch Tannin. Die entgiftende Wirkung auBerte sich allerdings nur 
gegeniiber stark verdiinnten Giftlésungen oder gegeniiber dem an 
Kollodiumpartikel absorbierten Toxin. Fir einen Parallelismus mit 
der Wirkung des Tannins auf rote Blutkérperchen spricht der Umstand, 
da8 ein Optimum bei mittleren Tannindosen besteht, wahrend ein 
CUberschuB von Tannin die entgiftende Wirkung verhindert. Immerhin 
1aBt wohl auch Freund die Deutung seiner Beobachtungen noch offen, 
zumal die Frage, ob aus dem entgifteten Toxin-Tanningemisch Toxin 
wiedergewinnbar ist, oder ob das durch Tannin entgiftete Toxin noch 
Antikérper erzeugend wirkt, wie man es bei einer Analogie mit der 
echten Antikérperwirkung erwarten miiBte, noch unbeantwortet sein 
dirfte. So erscheinen uns die Beobachtungen von Freund bei allem 
Interesse, das sie darbieten, noch weiterer Erganzung bediirftig zu sein. 

Sollte die von Freund beschriebene entgiftende Wirkung des Tannins 
den iibrigen Tanninfunktionen gleichzusetzen sein und sich derart ein 
gemeinsamer Parallelismus mit den verschiedenartigen Antikérper- 
reaktionen ergeben, so wiirde auch auf dieser Grundlage unter Um- 
standen die von den Autoren gezogene SchluBfolgerung naheliegen, daB 
es sich bei den verschiedenen Antikérperwirkungen um eine einheitliche 
Antikérperfunktion und um einen gleichartigen Wirkungsmechanismus 
handele. Keineswegs miiBte aber deshalb die Antikérperfunktion in 
einer Dehydratation des Antigens bestehen. Jedenfalls fehlt, wie die 
mitgeteilten Untersuchungen zeigen, ein hinreichender Parallelismus 
zwischen Antigenfunktion und der mit Tannin reagierenden Wirkung bei 
den sogenannten Lipoidantigenen der alkoholischen Organextrakte, So 





1 H. Eagle, J. of exper. med. 52, 739, 1930. 
2 J. Freund, J. of immunol. 21, 127, 1931. 
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dirften diese Untersuchungen, wenn sie auch nur eine Teilkomponente 
des Fragenkomplexes behandeln, zur Vorsicht in der Beurteilung 
mahnen. Das Wesen der spezifischen Antikérperwirkung erscheint vor- 
laufig noch immer in Dunkel gehiillt. Da8 es sekundar zu einer Komplex- 
oder Dispersitatsvergréberung kommt, entspricht einer haufig geauBerten 
Auffassung, deren Kern durch die Annahme einer Dehydratation auf 
Grund der Tanninversuche kaum eine wesentliche Veranderung er- 
fahren diirfte. 


Zusammenfassung, 


1. Beim Zusammenwirken von Tannin mit den iiblichen zur 
Wassermannschen Reaktion dienenden cholesterinierten Rinderherz- 
extrakten entstand entweder keine oder nur eine geringgradige Ver- 
starkung der antikomplementaren Tanninwirkung. 

2. Die Angaben von Stern und Reiner iiber Komplementbindung, 
bedingt durch Zusammenwirken von Tannin und alkoholischen Organ- 
extrakten, lieBen sich jedoch mit Meerschweinchenherzextrakten be- 
statigen, besonders deutlich mit Extrakten, die aus gefaulter Herz- 
substanz gewonnen waren. 

3. Die zur Demonstration der Komplementbindung mit Tannin 
geeigneten Extrakte waren so gerade diejenigen, die leicht zu un- 
spezifischen Ergebnissen bei der Wassermannschen Reaktion neigten. 


4. Das Zusammenwirken der Extrakte mit Tannin diirfte daher 
nichts mit ihrer Antigenfunktion zu tun haben, vielmehr auf die 
kolloidale Beschaffenheit des Tragers der Antigenwirkung zu_be- 
ziehen sein. 

5. Durch Lagern der Extraktverdiinnungen bei héheren Tempe- 
raturen gelang es, die kolloidale Beschaffenheit derart zu verandern, 
daB sich nunmehr unter geeigneten Bedingungen auBerst starke Re- 
aktionen mit Tannin ergaben. 

6. Nach einem derartigen Reifen kénnen alle gepriiften Extrakte 
die beschriebene Tanninreaktion geben. Reifen bei 56° fiihrt rascher 
zu der geeigneten Veranderung als Reifen bei 37°. Gleich langer Auf- 
enthalt bei Zimmertemperatur ist kaum von EinfluBb. 

7. Die in dieser Weise veranderten Extraktverdiinnungen kénnen 
bei der Wassermannschen Reaktion starker reagieren. Sie geben dann 
aber auch leichter die sogenannten unspezifischen Labilitatsreaktionen. 


8. Die Verainderung, die die Extrakte durch das Reifen gegeniiber 
der Tanninwirkung erfakren, ist jedenfalls unabhangig von ihrer Antigen- 
funktion. So reagierte Mercksches Lecithin bei gleichbleibender Antigen- 
funktion nach dem Lagern geeigneter Verdiinnungen nicht starker mit 
Tannin als nach frischer Bereitung, waihrend heterogenetische Organ- 
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extrakte durch das Reifen eine starke Reaktionsfahigkeit gegeniiber 
Tannin annahmen, ohne in ihrer Antigenfunktion eine Steigerung zu 
erfahren. 

%. Bemerkenswert ist bei einer Reihe von Organextrakten das 
Entstehen einer starken antikomplementaéren Wirkung wahrend des 
Reifens. Die Entwicklung dieser antikomplementaren Wirkung erfolgt 
im allgemeinen unter den gleichen Bedingungen wie das Entstehen 
der Reaktionsfahigkeit mit Tannin. Ob ein kausaler Zusammenhang 
zwischen beiden Eigenschaften besteht, wird noch zu erértern sein. 

10. Trotz starker antikomplementarer Wirkung kénnen die Ex- 
trakte unter Umstinden noch als Wassermann-Reagenzien dienen, wenn 
auch freilich in anderen Fallen die Schutzkolloidwirkung des negativen 
Serums nicht immer ausreichte, um die antikomplementare Extrakt- 
funktion zu beseitigen. 

11. Gereifte Extraktverdiinnungen, die im Verein mit Tannin eine 
starke Komplementbindung ergeben, kénnen die Flockbarkeit beim 
Zusammenwirken mit Tannin eingebiiBt haben. Durch das Reifen unter 
geeigneten Bedingungen entstehen also augenscheinlich Extraktmodi- 
fikationen, die nur zur Komplementbindung, nicht aber zur Flockung 
geeignet sind. Die gleichen Besonderheiten der gelagerten Extraktver- 
diinnungen gelten auch fiir ihre Antigenfunktion bei der Komplement- 
bindung und Flockung (Wassermannsche Reaktion, heterogenetische 
Antikérperreaktion). 

12. Das Gesamtergebnis der mitgeteilten Untersuchungen zeigt, 
daB offenbar die Fahigkeiten der Extraktverdiinnungen zur Komplement- 
bindung mit Tannin und mit Antikérpern unabhangig voneinander sind. 
Wofern man das Wesen der Tanninwirkung in einer Dehydratation 
erblickt, ergibt sich daher kein Grund zu einer gleichsinnigen Auf- 
fassung der Antikérperwirkung. Auch Uberlegungen anderer Art 
lassen die Annahme einer Dehydratation des Antigens als Ursache der 
eigentlichen Antikérperwirkung nicht zu. Soweit Dehydratations- 
vorgange bei Antikérperreaktionen eine Rolle spielen, dirften sie erst 
die sekundiren Folgen der Antikérperwirkung betreffen, die man im 
Sinne einer Komplex- oder Dispersitétsvergréberung aufzufassen ge- 
wohnt ist. 


Die Ausfiihrung der Untersuchungen wurde durch Mittel der Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft unterstiitzt, wofiir auch an dieser 
Stelle verbindlichst gedankt sei. 


Studien iiber asymmetrische Synthese. 


XI. Mitteilung: 
Eine neue Methode zur Gewinnung einer optisch reinen Verbindung. 


Von 


Alex. Me Kenzie und Patrick Dunbar Ritchie. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des University College, Dundee, 
Universitat, St. Andrews.) 


(Eingegangen am 29. Mai 1932.) 


In Anbetracht der groBen Zahl von asymmetrischen Synthesen, 
die bisher unter Laboratoriumsbedingungen verwirklicht werden konnten, 
ist es angebracht, diese in zwei Gruppen einzuteilen, je nach der Natur 
des optisch aktiven Komplexes, der die richtende Wirkung ausiibt. 
In der ersten Gruppe, zu der die Synthese der (—)-Valerianséure durch 
Marckwald und die zahlreichen Synthesen von McKenzie und Mit- 
arbeitern gehéren, ging diese richtende Wirkung von einer optisch 
aktiven Verbindung bekannter Zusammensetzung, wie Brucin, Menthol 
oder Borneol, aus. In der zweiten Gruppe, zu der in einer Richtung 
die altere Arbeit von Rosenthaler, in anderer Richtung die neueren For- 
schungen Neubergs und Mitarbeiter gehéren, bestand die asymmetrische 
richtende Kraft in einem Enzym, einer Substanz von unbekannter und 
komplizierter Zusammensetzung. Diese Enzyme werden zur Wirkung 
gebracht teils durch die direkte Tatigkeit lebender Schimmelpilze, Pilze 
oder Bakterien, teils in Abwesenheit lebender Zellen; aber in allen Fallen 
wirken sie wahrscheinlich durch Adsorption und darauffolgende Spal- 
tung, und auf diese Weise entsprechen sie, zusammen mit der ersten 
Gruppe, der bekannten Marckwaldschen Definition der asymmetrischen 
Synthese. 

Wenn wir nun die verschiedenen asymmetrischen Synthesen in 
der ersten Gruppe betrachten (d.h. mit Verbindungen bekannter 
Konstitution), so sehen wir, daB in jedem Falle die beobachtete optische 
Aktivitaét des Produktes betrachtlich unter dem Wert fiir optische 
Reinheit liegt, in den Fallen wenigstens, wo diese Konstante bekannt 
ist. Z. B. zeigen bei Mc Kenzies asymmetrischen Synthesen aus «-Keto- 
estern vermittelst der Grignardschen Reaktion die erhaltenen Werte 
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gewohnlich die Anwesenheit von ungefaihr 60°, des einen Spiegelbild- 
isomeren und gegen 40°, des anderen in der erhaltenen substituierten 
Glykolséure an. In gleicher Weise enthielten bei den asymmetrischen 
Synthesen der Mandelsiure durch Bredig und Fiske die Proben der 
erhaltenen aktiven Saéure einen Uberschu8 an einem Antipoden iiber 
den anderen, der nur wenige Prozent betrug. 


™ (—)-C, H, .CH(OH) COOH 
_ 51,5 ° 
cpini™) ' a . 
: (* und (+)-C,H,.CH(OH)COOH 
C,.H,.CHO_ *, 48,5 % 


Ho 
te, 
{ 
+a 
“Nidiny* (—)-C,H,.CH(OH)COOH 
45,65 ° 


und (-+)-C,H, . CH(OH) COOH 


54,35 % 


Da der Uberschu8 an optisch aktiver Saéure in beiden Gemischen 
groB ist, wenn man die geringe Menge des angewandten Alkaloids 
beriicksichtigt, so ist dieser Vorgang unzweifelhaft katalytischer Natur; 
aber dies schlieBt natiirlich nicht die Méglichkeit der Bildung von un- 
stabilen Zwischenverbindungen zwischen Alkaloid und Substrat aus. 
Diese Versuche gingen aus von einer alteren Arbeit von Bredig und 
Fajans, die z. B. die Geschwindigkeit der Kohlendioxydabspaltung aus 
(+)- und (—-)-Camphocarbonsauren untersuchten und einen erheblichen 
Unterschied in der Geschwindigkeit fanden, wenn Alkaloide wie Chinin 
und Chinidin anwesend waren. Hier wirkten die Alkaloide ebenfalls 
katalytisch; aber die Bildung von optisch aktivem Campher auf diesem 
Wege wird nicht als ein Beispiel fiir asymmetrische Synthese im strengen 
Sinne des Wortes angesehen, sondern eher als Bildung einer optisch 
aktiven aus einer optisch inaktiven Verbindung durch katalytischen 
,Abbau™. 

Deshalb haben wir es in all den zahlreichen Fallen der ersten 
Gruppe nicht mit der vollkommen selektiven Bildung eines einzigen 
Antipoden zu tun. Ferner gelang es in keinem Falle, das optisch aktive 
Produkt derart zu fraktionieren, daB eine optisch reine Substanz isoliert 
wurde. Bei der von Mc Kenzie synthetisierten aktiven substituierten 
Glykolsaure z. B. fiihrte die Kristallisierung aus verschiedenen Lésungs- 
mitteln nur zur Abtrennung der racemischen Saure, der UberschuB 
an aktiver Saure verblieb in den Mutterlaugen. 

Wenn wir uns jedoch zu den Synthesen in der zweiten Gruppe 
wenden (d.h. wo der richtende Einflu8 eine komplizierte organische 
Verbindung unbekannter Konstitution ist), so finden wir, daB sehr viele 
charakterisiert sind durch hochgradige optische Reinheit des erhaltenen 
Produkts. Rosenthaler z. B. fihrte die unsymmetrische Anlagerung 
von Blausiure an verschiedene Aldehyde aus in (Gegenwart von 
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Emulsin und bewirkte z. B. beim Benzaldehyd folgende asymmetrische 
Synthese : 
+HON , * . 
C,H,. CHO ~> (+)-CyH,. CH(OH)CN 


(+ Emulsin) 


(—)-CyH, .CH(OH). COOH. 


> 
(Hydrolyse) 


Da die erhaltene (—-)-Mandelséure schon nach zweimaligem Umkristalli- 
sieren aus Benzol optisch rein war, wurde das (-+-)-Mandelsiurenitril 
bei der obigen enzymatischen Reaktion anscheinend in sehr betracht- 
lichem UberschuB iiber seinen Antipoden gebildet, wenn auch vielleicht 
nicht ganz frei von ihm. 

Der Gegensatz zwischen Rosenthalers Synthese und denen von 
Bredig und Fiske, auf die bereits verwiesen wurde, ist interessant. 

Die neueren asymmetrischen Synthesen von Neuberg und Mit- 
arbeitern, die nicht auf Anlagerungen (wie Nitrilbildung), sondern auf 
Umbau mittels Reduktasen und Ketonaldehydmutasen beruhen, 
sind sehr beachtenswert. So wurde z. B. unter dem Einflu8 verschie- 
dener Enzyme folgende Art von Anlagerungsreaktion ausgefiihrt: 

R-CO Hy R—CH (OH) 
| +i — | (R = CHy oder Cy H,). 
CHO O COOH 

Es wird hier ein asymmetrisches Kohlenstoffatom gebildet, und 
es gelang mit Enzymen aus gewissen Zellen, die Oxysaure in praktisch 
theoretischer Ausbeute zu gewinnen, und zwar in 100°, iger optischer 
Reinheit. Dies bedeutet eine weit selektivere und mehr nach einer 
Richtung verlaufende Art der Reaktion als bei der ersten Gruppe, da 
der eine Antipode unter wirksamem AusschluB8 des anderen gebildet 
wird. 

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber zwei weitere 
asymmetrische Synthesen durch Einwirkung von Grignard-Reagens 
auf optisch aktive «-Ketoester. Diese bilden bislang die einzigen Bei- 
spiele, wo mit Verbindungen von bekannter Konstitution als Ausgangs- 
material die Isolierung einer optisch reinen Verbindung aus dem Produkt 
einer asymmetrischen Synthese bewerkstelligt wurde. 


CH; 0. C,Hy. CO. COO Cy Hys CH, .CO. COO Cy Hy 
| oa & 
(+ CH; Mg J) - (+ CH, 0. C,H, Mg Br) | 
CH; 0.C,H,_%,_0 (+)- ‘1H, OH 
(—)*  CHs>°<co oH CH, 0.C,H, °SCOOH 
[a] 236, — 61,7° [a] 2261 + 61,0° 


(In CpH,OH; C= 4) 
‘ 


Bei den obigen asymmetrischen Synthesen der (—)- und (+-)- 
Methyl-anisyl-glykolsiure gelang es zum ersten Male, den Uberschu8 
an aktiver Saure zu isolieren durch wiederholtes Umkristallisieren 
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des partiell aktiven Produktes aus Benzol, wobei die racemische Saure 
in den Mutterlaugen blieb. 

Man kristallisierte so oft um, bis die optische Aktivitat und der 
Schmelzpunkt der gereinigten Proben keine weitere Veranderung 
zeigten; es schien, da die schlieBlich erhaltenen Produkte von optischer 
Reinheit waren. Um dieses Ergebnis direkt zu stiitzen, wird die 
Spaltung der racem. Methyl-anisyl-glykolsiure zurzeit untersucht; wir 
hoffen, die Ergebnisse in Kiirze zu veréffentlichen. 

Die obigen Ergebnisse sind zudem in Ubereinstimmung mit den 
Voraussagen, die auf der Grundlage der asymmetrischen katalytischen 
Racemisierung und asymmetrischen Induktion in friiheren Mitteilungen 
gemacht wurden. (—)-Menthyl-pyruvinat zeigt eine deutliche Abnahme 
der Linksdrehung in alkoholischen Lésungsmitteln. Wir sagten des- 
halb die Bildung einer rechtsdrehenden substituierten Glykolsiure 
voraus bei Behandlung mit einem Grignard-Reagens, wie tatsachlich 
jetzt festgestellt wurde. Mutarotation ist sehr schwierig beim (—)- 
Menthyl-anisoyl-formiat zu entdecken; wir verzeichnen jedoch eine 
deutliche Zunahme der Linksdrehung, und zwar in iso-Butylalkohol, 
und das jetzt erhaltene linksdrehende Produkt der asymmetrischen 
Synthese paBt deshalb noch mehr zu unseren Voraussagen. 

Von den verschiedenen Synthesen substituierter Glykolsiuren mit 
Hilfe von Grignard-Reagenzien, die zur Priifung unserer Ansicht iiber 
asymmetrische Induktion geeignet sind, sind 26 von 29 in Uberein- 
stimmung. 

Experimenteller Teil. 
(—)-Menth yl-anisoyl-formiat. 

Anisoyl-ameisensiure wurde zunichst bereitet, wie von Bougault! 
beschrieben, durch Verriihren von fein gepulvertem p-Methoxyaceto- 
phenon mit einer eiskalten Lésung von aikalischem Kaliumpermanganat ; 
die Ausbeuten waren bei unseren Versuchen jedoch ungeniigend, besten- 
falls 11 g aus 46g Keton. 

Bessere Resultate wurden mit einer Abinderung dieser Methode 
erhalten, wobei geniigend Pyridin zugesetzt wurde, um das Keton in 
Lésung zu halten. Eine Lésung von 60 g Kaliumpermanganat in 600 ccm 
Wasser und 75 ccm 2n Natronlauge wurde allmahlich unter Umriihren 
zu einer Lésung von 12 g p-Methoxyacetophenon in 100 cem Pyridin 
und 100 cem Wasser zugegeben, wobei die Temperatur durch Zusatz 
von gestoBenem Eis niedriggehalten wurde. Nach 7'/, Stunden wurde 
das iiberschiissige Permanganat durch Natriumbisulfit zerstért. Das 
Mangandioxyd wurde akfiltriert und das alkalische Filtrat zur Ent- 
fernung des Pyridins mit Ather extrahiert. Der alkalische Riickstand 


1 C.r. 132, 783, 1901. 


380 A. Mc Kenzie u. P. D. Ritchie: 


wurde dann mit verdiinnter Salzsdure angesduert und mit Ather extra- 
hiert. Die erhaltene Saure (14g) wurde aus Benzol umkristallisiert; 
3,5 g, die zur Hauptsache aus Anissaure bestanden, wurden abgetrennt. 
Das Filtrat wurde eingeengt, 7 g rohe Anisoyl-ameisensiure wurden ab- 
geschieden. Die reine Séiure, Schmelzpunkt 88°, wurde hieraus durch 
Umkristallisieren aus Benzol erhalten. Eine zweite gleiche Oxydation, 
ausgehend von 27g Keton, gab eine bessere Ausbeute, namlich 18 g 
fast reine Saure. 

An Stelle der Verwendung von Anisoyl-ameisensaure zur Herstellung 
des benétigten (—)-Menthylesters sollte méglicherweise in Analogie 
zur Darstellung des (—)-Menthyl-c-naphthoyl-formiats! das Amid 
ein geeignetes Ausgangsmaterial bieten. Es wurde also das Anisoyl- 
formamid hergestellt. 

Anisoylchlorid, Kp. 137°/17 mm, wurde bereitet durch Einwirkung 
von Thionylchlorid auf Anissiure?. Ein Gemisch von 74g Anisoyl- 
chlorid und 110 g fein gepulvertem Quecksilbercyanid wurde 5 Stunden 
lang auf dem Wasserbad erhitzt. Dann wurde Wasser zugesetzt, das 
darauf durch Extraktion mit Ather erhaltene Produkt war ein schwarz- 
rotes Ol. Es wurde zur Kristallisation gebracht aus einer Mischung 
von Benzol und Petrolither (Kp. 80 bis 100°). Die erste Abscheidung 
(11 g) bestand aus Anissdéure, wahrend aus der Mutterlauge strahlen- 
férmig angeordnete Nadeln des Cyanids auskristallisierten (F. 56 bis 58°, 
8g). Nach Entfernung dieser Abscheidung wurde das Lésungsmittel 
verjagt und das zuriickbleibende 6] unter vermindertem Druck destilliert. 
Die Fraktion, die bei 143 bis 149° unter 26 mm iiberging, wurde auf- 
gefangen. Diese gab beim Kristallisieren aus Benzol und Leichtbenzin 
25g Cyanid. Gesamtausbeute 33 g. 

Mauthner*® beschrieb die Darstellung von Anisoyleyanid durch 
Einwirkung von Blausaure auf Anisoylchlorid in Gegenwart von Pyridin, 
als Schmelzpunkt gibt er 63 bis 64° an. Die oben mitgeteilte Methode 
ist aber viel geeigneter. 

Eine Lésung von 16g Anisoyleyanid in méglichst wenig Eisessig 
wurde mit trockenem Chlorwasserstoff gesittigt und 5 Tage bei ge- 
wohnlicher Temperatur belassen, unter gelegentlicher Erwairmung 
zwecks Lésung des festen Kérpers, der sich langsam ausgeschieden 
hatte. Das Gemisch wurde dann in Wasser gegossen, mit Chloroform 
extrahiert und das erhaltene Produkt aus Benzol umkristallisiert. 
Man erhielt so 8,3g fast reines Anisoylformamid, F. 148 bis 150°. 
Nach weiterem dreimaligen Umbkristallisieren schmolz das Produkt 
bei 149 bis 151°. 


1 McKenzie u. Ritchie, diese Zeitschr. 231, 412, 1931. 
2 Meyer, Monatsh. 22, 428, 1901. 
3 Ber. 42, 191, 1909. 
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Mauthner erhielt ein Gemisch von Anisoylformamid und Anisoyl- 
ameisensiure durch zehntigige Hydrolyse von Anisoyleyanid mit 
rauchender Salzsiure bei gewéhnlicher Temperatur. Diese Methode 
wurde zundchst von uns angewandt. Aber es zeigte sich, daB das Ge- 
misch ziemlich schwierig zu reinigen war. Deshalb wurde die obige 
Hydrolysenmethode beibehalten. Mauthner gibt den Schmelzpunkt 
des Amids zu 151 bis 152° an. 

Der (—-)-Menthylester wurde dann nach zwei Methoden dargestellt. 

1. Eine Mischung von 13 g Anisoyl-ameisensiure und 39g (—)- 
Menthol wurde 9 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt, wobei zeitweise 
ein Strom von trockenem Chlorwasserstoff eingeleitet wurde. Das 
iiberschiissige Menthol wurde durch Wasserdampfdestillation entfernt, 
der Riickstand mit Ather extrahiert und die atherische Lésung mit 
Tierkohle entfarbt. Das Produkt wurde aus Athylalkohol umkristalli- 
siert. Ausbeute 20 g. 

2. Eine Mischung von 8,3 g Anisoyl-formamid und 24g (—)-Men. 
thol wurde behandelt, wie oben beschrieben. Ausbeute an Ester 11 g. 

(—)-Menthyl-anisoyl-formiat, CH,0 .CgH,.CO.COOC,,Hy9, kri- 
stallisiert in schénen farblosen rhombischen Prismen und schmilzt 
bei 62,5 bis 63°. Es ist wenig léslich in kaltem Athylalkohol und leicht 
léslich in Ather, Benzol, Chloroform und Schwefelkohlenstoff. 

C,,H,,0,. Ber.: C = 71,7%, H = 8,2°% 
Gef.: C = 71,9%, H = 8,5° 


»* 


O° 


Die Mutarotation von (—)-Menthyl-anisoyl-formiat. 


Die optische Drehung des Esters wurde bestimmt fiir 4 5461 
(1 = 2, t = 20°) in folgenden Lésungsmitteln; es wurde darin keine 
Mutarotation entdeckt. 


Chloroform ..... . ¢ = 4,9600, « — 5,81°, [a] — 58,6° 
Aceton ........¢C = 40160, « — 3,55°, [a] — 44,2° 
Benzol ........c¢ = 40130, « — 3,61°, [a] — 45,0° 


Schwefelkohlenstoff . . ¢ = 8.9096, « — 5,46°, [x] — 30,6° 


Es wurde auch n-Propylalkohol angewandt, der eine kleine Menge 
optisch aktiver Verunreinigung enthielt!, «°?—0,42° (1 = 4). Es 
wurde in diesem Lésungsmittel keine Mutarotation entdeckt. 


l=4, c = 2,0040, «. —4,60°. 


£461 
Athylalkohol. Bei der ersten Bestimmung mit Athylalkohol wurde 
keine Mutarotation beobachtet. 


1=2, ¢c =4,0000, «!),, —3,67°, [a]*0,, -- 45,9°. 


461 


' Vgl. Mc Kenzie u. Mitchell, diese Zeitschr. 208, 467, 1929. 
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Der Alkohol war sorgfaltig gereinigt, der Ester war aus Alkohol um- 
kristallisiert, der ein wenig Pyridin enthielt, und alle iiblichen MaB- 
nahmen waren getroffen, um die Gegenwart von Saéurespuren auszu- 
schlieBen, die nach unseren Beobachtungen an anderen Fallen die 
Mutarotation katalytisch beschleunigen!. Bei einer zweiten Bestimmung 
wurde eine athylalkoholische Lésung des Esters (¢ = 2,0245) auf zwei 
4-dm-Rohre verteilt, und nachdem die Anfangswerte abgelesen waren, 
drei Tropfen n/16 Salzsiure dem Inhalt des einen Rohres zugesetzt. 
Die Drehung stieg von «*),, — 3,98° auf «>, — 4,04° nach 1 Stunde in 
diesem letzteren Rohr und blieb dann konstant. Die Drehung der 
Lésung, zu der keine Salzsiure zugesetzt war, zeigte keine Anderung. 
Dr. Agnes G. Mitchell, aus diesem Laboratorium, priifte ebenfalls 
den Ester in athylalkoholischer Lésung. In einem Falle beobachtete 
sie keine Mutarotation, in einem anderen aber eine ganz schwache 
Zunahme der Linksdrehung, vergleichbar mit der oben angefiihrten. 
Diese Zunahmen sind jedoch kaum auBerhalb der Fehlergrenze. 


In iso-Butylalkohol konnte jedoch eine geringe, aber bestimmte 
Zunahme der Linksdrehung festgestellt werden. Der benutzte iso-Butyl- 
alkohol enthielt Spuren einer optisch aktiven Verunreinigung, da 
a? —0,16° (1 = 4). Der erhaltene Anfangswert war «2°, — 4,25° 
(lL = 2, ¢ = 2,0152) und stieg auf — 4,38° nach 4 Stunden; dieser Wert 
war nach 36 Stunden unverandert. 

Die obigen Ergebnisse stehen in auffallendem Gegensatz zu der 
Leichtigkeit, mit der beim (—)-Menthyl-benzoyl-formiat Mutarotation 
festgestellt wurde*. Die Einfiihrung einer p-Methoxygruppe in die 
Phenylgruppe des letzteren Esters sollte auf die optischen Eigenschaften 
eine ganz deutliche Wirkung ausiiben. Dieser Effekt wurde ebenfalls 
beobachtet bei der vergleichenden Untersuchung der Rotationsdispersion 
der beiden Ester. (Die Ergebnisse iiber Rotationsdispersion folgen in 
einer spiteren Mitteilung.) 


Die asymmetrische Synthese von (—)-Methyl-anisyl-glykolsdure aus (— )- 
Menth yl-aniso yl-formiat. 

Das Grignard-Reagens, bereitet aus 35,5 g Methyljodid (4 Mol), 
wurde allmahlich zu einer atherischen Lésung von 20 g Ester (1 Mol) 
zugesetzt. Die Reaktion war heftig. Anfangs trat eine blutrote Farbung 
auf, die beim Nachlassen der Reaktion zu Gelbgrau verblaBte. Das 
Gemisch blieb tiber Nacht stehen, wurde dann */, Stunden unter Riick- 
flu8 erhitzt und dann wieder zwei Tage stehengelassen. Nach der 
iblichen Zerlegung, Verseifung und Entfernung des Menthols durch 


1 Dieselben, ebendaselhst 224, 242, 1930. 
2 Dieselben, ebendaselbst 208, 456, 1929. 
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Wasserdampfdestillation wurde die alkalische Lésung (A) mit Ather 
extrahiert. Aus der atherischen Lésung wurden 1,3 g eines farblosen 
festen Kérpers erhalten, und nach dreimaligem Umkristallisieren aus 
einer Mischung von Benzol und Petrolither (Kp. 40 bis 60°) 0,5 g feste 
Substanz, die in harten dichten Rosetten aus kurzen farblosen Prismen 
kristallisierte, F.83 bis 85°. Diese gab in Athylalkohol: 


t=1, ¢ = 5,0340, a, —0,18°, [a]%\,, — 3,6°. 


Wir haben jedoch keinen Beweis, dai dieses Produkt optisch rein 
war, und es ist méglich, daB es aus einem Gemisch von (—)- und racem. 
Trimethyl-anisyl-athylenglykol bestand. 

C\2H,,0;- Ber.: C = 68,5°%, H = 8,6%. 
Gef.: C = 68,2", H 88°... 

Die alkalische Lésung (A) wurde sodann mit verdiinnter Salzsdiure 
angesiuert und mit Ather extrahiert. Der Atherauszug lieferte nach 
dem Entfairben mit Tierkohle eine feste Substanz (8 g = 65°, der 
Theorie) mit folgender Drehung in Athylalkohol: 

l=2, ¢ = 9,3360, a/,,— 2,97, [a]?,, — 15,9°. 

Das Produkt wurde fiinfmal aus Benzol umkristallisiert, wonach 
bei weiterem Umbkristallisieren keine Veranderung in Drehung und 
Schmelzpunkt eintrat. Ausbeute: 0,8 g. 


(—)-Methyl-anisyl-gl ykolsdure, 
CH; 0.C, Hy. OH 
CH;~ ~ ~COOH’ 
kristallisiert in farblosen prismatischen Nadelchen, F. 146 bis 147°. 
CioH 120, Ber.: C = 61.2%, H = 6.1%. 
Gef.: C = 61,4%, H = 6,3%. 

Bei einstiindigem Trocknen im Vakuum bei 70° erleidet die Sub- 
stanz partielle Wasserabspaltung zu p-Methoxyatropasiure. Zur Be- 
stimmung der Drehung wurde die Saure deshalb im Vakuum bei ge- 
wohnlicher Temperatur getrocknet. Sie gab in Athylalkohol: 


F 4 25 eS 725 1 
1=2, c = 4,0645, a),, — 5,02, [a]"),, — 61,7°. 


Die asymmetrische Synthese der (+ )-Methyl-anisyl-glykolsdure aus 
(—)-Menthyl-pyruvat [ Brenztraubensdure-( -- )-menth ylester]. 
4 
Das angewandte (—)-Menthyl-pyruvat sott bei 137 bis 139° unter 
19 mm Druck, und zeigte nj) 1,4539 und aj) — 46,549 (1 = 0,5). Die 
Mutarotation dieses Esters ist schon beschrieben!; es ist aber erwahnens- 


1 McKenzie u. Mitchell, diese Zeitschr. 208, 471, 1929. 
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wert, da8 jetzt eine schnelle Mutarotation in konzentrierter methyl- 
alkoholischer Lésung entdeckt wurde, in welchem Lésungsmittel 
friiher bei ¢ = 3,0026 keine Mutarotation beobachtet worden war. 
Der Methylalkohol war iiber Calcium getrocknet, von Ammoniakspuren 
durch wasserfreie Oxalsiure befreit und sorgfaltig fraktioniert. Der 
Ester zeigte folgende Abnahme der Linksdrehung: 





¥ y coho! 25 25 
l is 95,55 ” ssl [@) S461 
Nach 4Min.......)} —75,35° — 196,0° 
” Do + 6 co bne + he — 105,1 
Pa ee . — 73,94 — 104,0 
ae ae gts See! — §8,33 — 96,1 
» meBid. . cc esl —eD — 96,1 (konstant) 


Das Grignard-Reagens, bereitet aus 56g p-Bromanisol (2 Mol), 
wurde allmahlich zu einer atherischen Lésung von 34 g (—)-Menthyl- 
pyruvat (1 Mol) hinzugefiigt. Die Reaktion war weniger heftig, und sehr 
langsam entwickelte sich eine blutrote Farbung. Man _ erhitzte 
2!/, Stunden lang. Nach der iiblichen Zerlegung, Verseifung und Ent- 
fernung des Menthols und Dianisyls durch Wasserdampfdestillation 
wurde die alkalische Lésung zur Entfernung einer Spur Glykol mit 
Ather extrahiert, dann angesiuert und mit Ather extrahiert. Die atheri- 
sche Lésung wurde mit Tierkohle entfarbt ; die Saure wurde als gelblicher, 
dliger Riickstand erhalten (9 g = 30°, der Theorie). In athylalkoholi- 
scher Lésung gab sie: 


on a 25 \ RC 2% 41 g 40 
1=2, c = 18,896, Giue, + 3,55", [a]... + 94°. 


Die optisch reine Saéure (0,4 g) wurde nach zehnmaligem Um- 
kristallisieren aus Benzol erhalten, wodurch die optische Drehung und 
der Schmelzpunkt konstant wurden. 


(+ )-Methyl-anisyl-glykolsdéure schmilzt bei 146 bis 147°. 


CyoH,20,. Ber.: C = 61.2%, H = 6,1%,. 
Get.: C = 61,0°%,, H = 6.3%. 

In Athylalkohol: 
L=1, ¢=4,0002, a) + 2,449, [a]? 


4 


+ 61,0°. 
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Wir haben dem Carnegie Trust fiir die Universitaten von Schottland 
fiir die Gewahrung eines Scholarship an den einen von uns (Ritchie) 
und ebenso den Imperial Chemical Industries Ltd. fiir eine Beihilfe, mit 
der ein Teil der Kosten dieser Untersuchung bestritten wurde, zu danken. 
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Zur Kenntnis reduzierender Zucker. 
Von 
Wt. Gabryelski und L. Marchlewski. 
(Aus dem med.-chem. Institut der Universitat in Krakau.) 
(Eingegangen am 31. Mai 1932.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die biologisch so wichtigen reduzierenden Zucker sind immer 
noch Gegenstand vielseitiger Forschungen. Die Baeyersche aldehy- 
dische Konzeption der Glucose wurde zuerst von Tollens in Frage ge- 
stellt, der eine oxydartige bevorzugte, und zwar hauptsichlich wegen 
des Ausbleibens der Fuchsinreaktion sowie der von ihm bemerkten 
energischeren Reduktionskraft von mit Ammoniak versetzten Glucose- 
lésungen. Die Untersuchungen von Glykosiden, welche der eine! von 
uns vor Jahren durchfiihrte, leitete zur weiteren Stiitze der J'ollens schen 
Ansicht. Emil Fischer lehnte allerdings die Berechtigung ab, aus dem 
Verhalten der Glykoside auf die Konstitution der Glucose selbst zu 
schlieBen; er anderte aber spiter seine Ansicht und schloB sich der 
Tollensschen Auffassung an. Spatere Untersuchungen iiber die Ab- 
sorption von ultraviolettem Licht, die der eine von uns-mit Meyer? 
ausfiihrte, zeigten, daB Glykoside aliphatischer Natur sich genau so 
verhalten wie Glucose selbst, und zwar im Gegensatz zu den Beob- 
achtungen von Purvis und von Niederhoff*, die fiir Glucose selektive 
Absorption behaupteten. Es unterliegt keinem Zweifel mehr, daBb beide 
genannten Forscher mit Praparaten operierten, die Verunreinigungen 
enthielten. Die Resultate von Marchlewski und seinen Schiilern wurden 
von Henri* und seinen Mitarbeitern bestatigt. 


' J. of the Chem. Soc. London 1893. 
2 Bull. intern. de VAcad. Polon. des Sciences et de Lettres 1929, 


S. 111. 
3 Zeitschr. f. physiol. Chem. 169, 130, 1927; Purvis, J. of the Chem. 
Soc. London 1923, 8. 2519. : 


‘ Zeitschr. f. physiol. Chem. 174, 295, 1928. 
Biochemische Zeitschrift Band 250. 95 
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Dasselbe Resultat wurde dann im hiesigen Laboratorium fiir eine 


Reihe von reduzierenden Zuckern erhalten, namlich Galaktose, Maltose, 
Raffinose, Arabinose und Rhamnose. Alle diese Kohlenhydrate, wenn 
hinreichend rein, verursachen keine selektive Absorption des kurz- 
welligen Lichtes, kénnen demnach keine freien Aldehydgruppen ent- 
halten. Den Zustand einer Glucoselésung in Wasser hat neuerdings 
Lowry! auf Grund der schénen Untersuchungen von Haworth in der 
Zuckergruppe diskutiert und kam zu dem SchluB, daB solche Lésungen 
nicht weniger als fiinf verschiedene Kérper enthalten, naimlich zwei 
stereoisomere Modifikationen der ,,Pyranoseform‘, zwei stereoisomere 
der ,,Furanoseform und schlieBlich den aldehydischen Zucker, der als 
Ausgangspunkt der anderen Modifikationen betrachtet wird: 


CH,.OH CH,.OH CH,.OH CH,.OH CH,.OH 
| | | | | 

cH CH CH.OH CH.OH CH.OH 
| | | | | 
/CH.OH | CH.OH CH.OH CH CH 

f | | - - ar | 

/ <—_- <—_— ' 

O CH.OH O CH.OH CH.OH CH.OH CH.OH 
| | oO | oO | 
CH.OH CH.OH CH.OH CH.OH  CH.OH 
| |_o | | 
C C CS \C ‘S 

ao r% r \ 
OH H H OH HO H H OH 
Pyranoseform Aldehydzucker Furanoseform 


DaB die Annahme eines aldehydischen Zuckers im Lichte der er- 
wahnten optischen Untersuchungen unhaltbar ist, braucht nicht be- 
sonders hervorgehoben zu werden, und wenn zur Erklarung der Ent- 
stehung der zyklischen Gebilde eine offene Gruppierung iiberhaupt 
notwendig ist, so wire nur an ein Hydrat der Glucose zu denken, an 
ein Aldehydrol, ahnlich wie beim Chloralhydrat, welches nach Hantzsch 
im Gegensatz zum wasserfreien Chloral keine selektive Absorption 
zeigt, eine Tatsache, die der eine von uns mit Goslawski? ebenfalls 
feststellte, ohne bedauerlicherweise von den Untersuchungen von 
Hantzsch Kenntnis gehabt zu haben. ° 


Die Konstatierung der ,,pyranosen‘ und ,,furanosen’* Gruppierung 
scheint vom biologischen Gesichtspunkt auBerst wichtig zu sein. Die 
erste ist weit stabiler in der sogenannten Aldehydreihe als die ,,furanose**, 
die besonders reaktionsfahig ist, und es entstand die Annahme, dab 
gerade diese unstabile oder y-Form der Glucose in biologischen Um- 
wandlungen die Hauptrolle spielt. Direkte Beweise fiir diese Annahme 


1 Union Internationale de Chimie 1929. 
2 Bull. intern. de l’Acad. Polon. des Sciences et de Lettres 1931, S. 383. 
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gibt es aber zurzeit noch nicht. Hingegen wird von verschiedenen 
Seiten die Méglichkeit der Aktivierung der Glucose durch chemische 
Agenzien, welche auch in biologischen Prozessen mitspielen kénnen, 
hingewiesen. Spekulationen, die hauptsaichlich auf den bekannten 
Untersuchungen von Lobry de Bruyn und van Ekenstein einerseits 
und Nef andererseits fuBen. Letzterer kommt zu der Ansicht, daB 
Glucose unter dem EinfluB von Alkalien eine Reihe von Umwandlungen 
durchlauft, die mit der Bildung der folgenden hypothetischen Kérper 


beginnt: 
CH——OH COH CH—OH 
| ~ bec As: Sy elena 
H—C—OH H—C—OH C—OH 
| | 
HO—C—H Oo HO—C—H HO—C—H 
> | > | 
H—C—OH H—C—OH H—C—OH 
| 
— H—C—OH H—C—OH 
| | | 
CH,—OH CH,.OH CH,.OH 
Glucose Aldehydform 1-2-Dienol 
CH,.OH CH,.OH 
C.OH H—C—OH 
serie - | 
HO—C HO—C 
> | > 2 --- --- 
H—C— OH C—OH 
| | 
H—C—OH H—C—OH 
| | 
CH, .OH CH,.OH 
2-3-Dienol 3-4-Dienol 


Die Dienole werden dann am Orte der Doppelbindungen gespalten 
und so verschiedene Abbauprodukte der Glucose gebildet. 


Durch diese Forschungen wird in erster Linie die leichte Angreif- 
barkeit der Glucose durch Alkalien dokumentiert, und es war von 
Interesse, die Wirkung von Alkalien unter méglichst milde wirkenden 
Bedingungen zu studieren und den Ausfall der Reaktion ohne Zuhilfe- 
nahme von Chemikalien zu verfolgen. 


Im folgenden beabsichtigen wir einige bis jetzt erhaltene Re- 
sultate mitzuteilen. Die Methode der Untersuchung war die optische, 
und zwar kam die sogenannte Sektormethode zur Anwendung. Als 
Lichtquelle dienten entweder Jones Elektroden oder Wolframstahl- 
elektroden, die ein sehr linienreiches Spektrum geben. Die erzielten 
Platten wurden in den meisten Fallen subjektiv untersucht, manchmal ‘ 
wurde mit Hilfe des Mollschen Mikrophotometers photometriert. 


25* 
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I. Reaktion von Galaktose mit NaOH. 


Die angewandte Galaktose wurde sorgfiltig gereinigt und zeigte 
iibereinstimmend mit den Befunden des einen von uns und Kwiecinski 


ein kontinuierliches Spektrum. 


Eine Lésung dieses Zuckers, welche 1 Mol pro Liter enthielt, wurde 
nach erreichter Konstanz des Drehungswinkels bei Zimmertemperatur 
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mit dem gleichen Volumen 
n Natronlauge versetzt und 
sofort spektrographisch 
untersucht. 

Wie aus der Abb. 1 er- 
sichtlich, hat der Zusatz 
von NaOH im Spektrum 
des Zuckers eine sehr tiefe 
Veranderung  verursacht. 
Es kamen zwei Banden 
zum Vorschein, das Maxi- 
mum der einen lag bei 
3070 und der anderen bei 
2675 A. Die Liésung wurde 
dann im Thermostaten bei 
17° gehalten und in ver- 
schiedenen Zeitabstanden 
weiter spektrographisch 
untersucht. Nach 6 Std. 
war das Bild nicht wesent- 
lich anders. Die erste 
Bande gewann etwas an In- 
tensitat und das Maximum 
verschob sich nach 3100 A, 
die zweite wurde auch ein 


wenig starker und riickte nach 2700 A. Nach weiteren 18 Stunden 
verschwand die stirker gebrochene Bande, die tibriggebliebene wurde 
bedeutend starker und verschob sich nach 3125 A mit einem Minimum 
bei nahezu 2500. Nach im ganzen 72 Stunden war das Bild grundsiatzlich 
unverandert, aber die Intensitaét der Absorption steigerte sich, das 
Maximum wanderte noch ein wenig nach Rot hin, die Endabsorption 
wurde auch intensiver. Der Charakter der Absorptionskurve veranderte 
sich auch nach im ganzen 240 Stunden wenig, nur ist die Absorption 
intensiver und das Maximum in entyegengerichteter Art verschoben, es 
liegt jetzt bei 2975 A. Bemerkt muB werden, daB die Lésung unter 
dem Einflu8 von NaOH und vielleicht des Luftsauerstoffs allmahlich 
immer stairker sich gelb bis gelbbraun farbte, was dazu zwang, 
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die Konzentration der photographierten Lésung von Fall zu Fall zu 
aindern, sowie auch die Dicke der durchleuchteten Schicht. Die ur- 
spriingliche 0,5 Mol Galaktose und 0,5 Mol NaOH enthaltende Lésung 
wurde in einer 2-cm-Schicht photographiert, nach 24 Stunden wurde in 
0,5-cm-Schicht operiert, nach 72 Stunden wurde zu 0,05 Mol verdiinnt 
und bei Anwendung einer l-em-Schicht aufgenommen. Nach 240 Stunden 
wurde die urspriingliche Lésung auf 0,0025 Mol verdiinnt und in einer 
0,5-cm-Schicht untersucht. Eigentiimlich ist der folgende Versuch aus- 
gefallen. Die verdiinnte 0,05 Mol enthaltende Lésung, welche aus der 
urspriinglichen nach 72stiindigem Einwirken der Lauge hergestellt war, 
wurde zehnmal mit dem gleichen Volumen Ather ausgezogen und die riick- 
standige Fliissigkeit untersucht. Die erhaltene Kurve zeigte jetzt ein 
Maximum bei 2700 A, und ein gleiches Maximum zeigte dieselbe Lésung 
nach dem Abstumpfen der Lauge durch Salzsiurezusatz. DaB die Kon- 
zentration der Lauge bei der Verursachung der bemerkten Verainderungen 
eine groBe Rolle spielt, zeigt der folgende Versuch. Die Lésung, deren 
Verhalten die 72-Stunden-Kurve veranschaulicht, wurde durchVerdiinnen 
auf 0,025 Mol Galaktose gebracht und nach 48 Stunden in 2-cm-Schicht 
untersucht. Das Resultat zeigt Kurve 120 ha, nach weiteren 120 Stunden 
wurde in 4-cm-Schicht photographiert und Bild 240 ha erhalten. Diese 
beiden Versuche zeigen, daB bei groBer Verdiinnung des NaOH eine 
Vertiefung der Absorption nicht mehr auftritt, nur ist die Anderung 
der Maximumlage sehr auf- 


fallend. one 
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tinktionskoeffizienten. Kurve1 reprasentiert das Spektrum der ur- 
spriinglichen Glucose. 

Kurve 0h = das Spektrum sofort nach dem Vermischen der 
Glucoselésung mit NaOH. Zwei Banden, Maxima 2680 und 3100 A. 
Kurve 72h = Spektrum nach 72 Stunden, Maximum 2935 A. 

Kurve extr. = Spektrum derselben Lésung aber nach zehnmaliger 
Extraktion mit dem gleichen Volumen Ather, Maximum 2920 A. 
Kurve neutr. = dieselbe Lésung nach der Neutralisation, Maximum 
2660 A. 
III. Reaktion von Glucose mit Guanidin. 


Anfiingliche Konzentration 0,5 Mol Glucose und 0,5 Mol Guanidin. 
Abb. 3, Kurve I. Anfangliche Glucose, Konzentration 0.5 Mol, Schicht 


d = 2cm. 
Kurve II. 
lge| Guanidin, Konzentration 
#8 0,5 Mol, d = lem. 


Kurve 6h. 
Spektrum des Gemisches 
nach 6 Stunden. 
Kurve 24h. 
Spektrum nach 24Stunden, 
Maximum 3250 A. 
Kurve 72h. 
Spektrum nach 72Stunden, 
Maximum 3190 A. 
Kurve 120h. 
Spektrum nach 120 Stun- 
den, Maximum 3280 A. 
Kurve 240h. 
Spektrum nach 240 Stun- 
den, Maximum 3275 A. 


Kurve 984h. 


20 | ft ' ae S > € St ° 
2 Ban it 0 TH pektrum nach 984 8 un 
po den, Maximum 3295 A. 











Dieselbe Lésung nach zehnmaliger Extraktion mit dem gleichen Volumen 
Ather. Maximum 3275 A. 

Abb. 3 veranschaulicht diese Verhaltnisse. Auch hier sind log der 
molaren Extinktionen in Anwendung gekommen. 


Folgerungen. 


Die beschriebenen Versuche lehren, daB die Anwesenheit von 
Hydroxylionen das Spektrum der Glucose und Galaktose sehr wesentlich 
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beeinfluBt. Auf die bisherigen Erfahrungen gestiitzt, mu8B man zu dem 
SchluB gelangen, daB die entstehenden selektiven Absorptionen durch 
die Bildung von Umlagerungsprodukten dieser Zucker verursacht 
werden, welche aldehydische Komplexe enthalten. Besonders iiber- 
zeugend ist die Beobachtung, daB eine wesentliche Anderung des 
Spektrums bereits sofort nach dem Zusammenmischen des Zuckers 
und der Lauge zustande kommt, also auch dann, wenn eine Farbstoff- 
bildung noch nicht eingetreten ist. Ob die selektiven Absorptionen 
mit dem gebildeten Farbstoff iiberhaupt in Zusammenhang zu bringen 
sind, ist ibrigens unwahrscheinlich, da der Farbstoff in die Gruppe der 
sogenannten Huminsubstanzen zu zahlen ist und diese unseren Er- 
fahrungen nach nur kontinuierliche Absorptionen veranlassen. Jeden- 
falls bleibt, wie erwahnt, im ersten Moment die Farbstoffbildung aus, 
und doch werden zwei Banden konstatiert. Weiterhin ist zu erwihnen, 
daB die Neutralisation des NaOH die verursachten Veradnderungen 
nicht riickgingig machen kann, wenigstens nicht in den spiter stu- 
dierten Stadien, und daB diese selektiv wirkenden Substanzen nicht 
in Ather léslich sind}. 

Die obigen Beobachtungen sollen nach verschiedenen Richtungen 
hin vervollstandigt werden. Vor allem wird es wichtig sein, dasjenige 
Minimum der Hydroxylionenkonzentration zu ermitteln, welches not- 
wendig ist, um die erwahnten Umanderungen der urspriinglichen 
Spektra der Zucker zu verursachen. 


1 Sofortige Neutralisation regeneriert das urspriingliche Spektrum. 
Vgl. spaitere Mitteilung. 


Uber die Wirkung von Mangan und Pflanzenasche 
auf das Wachstum und die Himoglobinsynthese'. 


Von 


J. T. Skinner, W. H. Peterson und H. Steenboek. 
Unter Mitarbeit von Evelyn Van Donk?. 


(Aus der Abteilung fiir Agrikulturchemie, Universitat von Wisconsin, 
Madison.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Im Gegensatz zu einigen anderen Autoren (1) (2) (3), die gezeigt 
haben, daB die Darreichung von verhiltnismaBig groBen Mengen 
von Mangan bei Versuchstieren zu einer Hemmung des Wachstums 
fiihrt, wurde von dem einen von uns (4) nachgewiesen, daB das Wachs- 
tum auch bei Aufnahme weit gréBerer Mengen Mangan, als die, iiber die 
friher berichtet wurde, normal sein kann. Andererseits wurde gefunden, 
daB die Zugabe von kleinen Mengen Mangan zu einer Nahrung, die nur 
winzige Mengen dieses Elements enthielt, giinstige Wirkungen ausiiben 
kann. Die friiheren Untersuchungen iiber die Rolle dieses Elements 
bei der tierischen Ernahrung sind schon vor einiger Zeit zusammen- 
gefaBt worden (5), und deren Diskussion braucht hier nicht wiederholt 
zu werden. Eine Beschleunigung des Wachstums durch die Wirkung 
von Mangan ist schon im Verlauf von manchen dieser Untersuchungen 
beobachtet worden. 

Seit die Ergebnisse, iiber die hier berichtet wird, erzielt wurden, sind 
verschiedene Arbeiten iiber die Rolle dieses Elements erschienen. Mitchell 
und Miller (6) stellten als ein Ergebnis ihrer Untersuchungen iiber die 
Wirkung von Eisen-, Kupfer- und Manganzugaben in wechselnden Mengen 
zur Nahrung bei alimentérer Andimie fest, daB ,,.Mangan eine gewisse 
stimulierende Wirkung auf Wachstum und Futteraufnahme zu haben 
scheint*‘. Ebenso wurde von Kemmerer, Elvehjem und Hart (7) gezeigt, 


1 Veréffentlicht mit Genehmigung des Direktors der landwirtschaft- 
lichen Versuchsstation von Wisconsin, Madison. 
2 EB. R. Squibb u. Sons Fellow. 
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da8 das Wachstum von Mausen durch Aufnahme von Mangan beeinfluBt 
wird, obwohl die Unterschiede in der Menge der gefressenen Milch bei der 
Mangan- und der Nichtmangangruppe nicht groB waren. Mit einer Diat, 
liber die angegeben wird, daB sie im wesentlichen frei von Mangan sei, 
erhielten Orent und McCollum (8) bei Ratten in der ersten Generation ein 
normales Wachstum. So aufgezogene Weibchen warfen nach der Paarung 
mit reifen Mannchen eine normale Zah] von Jungen, waren aber nicht 
fahig, ihre Nachkommenschaft zu nahren, auch zeigten andere Weibchen 
unserer Zucht kein Interesse an diesen Jungen, wenn sie ihnen zur Aufzucht 
iibergeben wurden. In einer anderen Gruppe von Tieren, die dieselbe Diit 
und dazu kleine Mengen Mangan bekamen, traten keine solche Schwierig- 
keiten auf. 

Einige Autoren haben dem Mangan auBer einer Wirkung auf die 
Wachstumsgeschwindigkeit auch eine hamatopoietische Funktion zusammen 
mit dem Kupfer zugeschrieben. In bezug auf die Fahigkeit des Mangans 
zu einer Wirkung in dieser Richtung wurde in unserem Laboratorium 
iibereinstimmend beobachtet (14) (15), daB das Element inaktiv ist. .Witchell 
und Miller (6) stellen in der obenerwahnten Arbeit fest, daB Mangan in 
Dosen von 0,1, 0,05, 0,025, 0,01 mg taglich nur eine unbedeutende Wirkung 
auf die Hamoglobinbildung bei der Ratte hat. 

Es ist nicht nur berichtet worden (9 bis 13) (16), daB verschiedene 
reine Metalle mit dem Kupfer die Fahigkeit zur Heilung Von alimentirer 
Animie teilen, sondern Mitchell und Miller (17) gaben 1929 auch an, daB 
Mischungen von Metallen, wie sie in der Asche von Spinat vorliegen, bei 
Verfiitterung an auf Milchdiat gehaltene animische Ratten eine schnellere 
Regeneration des Hamoglobins verursachen als die aquivalenten Mengen 
von Eisen und Kupfer oder eine Mischung von diesen mit Mangan. Soweit 
wir unterrichtet sind, sind ahnliche Versuche mit der Asche von anderen 
Pflanzen nicht ausgefiihrt worden. 


Bei Beginn dieser Untersuchung hofften wir quantitativ die Wirkung 
von Mangan auf Tiere feststellen zu kénnen, wenn sie entweder ad 
libitum oder in aquivalenten Mengen in den verschiedenen Gruppen 
mit einer an diesem Element unzureichenden Nahrung gefiittert wurden. 
AuBerdem erschien es wiinschenswert, das Verhaltnis zwischen der 
Wirkung von Pflanzenasche und aquivalenten Mengen von Eisen, 
Kupfer und Mangan auf die Besserung von alimentarer Animie und 
ebenso auch auf die Beschleunigung des Wachstums zu untersuchen. 


Versuche. 

Um die Méglichkeit der Verunreinigung durch Metalle auszuschlieBen, 
wurde eine Gruppe von besonderen Glaskafigen fiir diese Versuchsreihen 
gebaut. Eine ins Einzelne gehende Beschreibung dieser Kafige ist an 
anderem Ort (18) gegeben worden. 


Als Grundnahrung wurde in allen diesen Versuchen Vollmilch 
gewahlit, erstens wegen ihres geringen Mangangehalts und zweitens, 
weil wir in unserer friiheren Arbeit (5) gezeigt hatten, daB sie ein un- 
gewobnlich geeignetes Nahrungsmittel ist, um bei Zugabe von Mangan 
mit Sicherheit eine Reaktion auf das Wachstum zu bekommen. Da wir 
auBerdem die Absicht hatten, seine Wirkung auf die Hamoglobinbildung 
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zu beobachten, schien es wiinschenswert, eine Ernahrung zu verwenden, 
die bei der Untersuchung der alimentéren Anamie allgemein ein- 
gefiihrt ist. 

Das zur Erganzung der Milch verwendete Eisenchlorid wurde frei von 
Kupfer aus Eisendraht, wie er zum Einstellen von Lésungen benutzt wird, 
nach der in diesem Laboratorium allgemein benutzten Methode (19) her- 
gestellt. Vom Kupfer- und Mangansulfat wurden chemisch reine (C. P.) 
Priparate verwendet, das letztere wurde zweimal aus redestilliertem Wasser 
umkristallisiert, ehe es verfiittert wurde. Der Salzsiureextrakt der Asche 
von getrocknetem Alfalfa, der bei einer Gruppe als Ergainzung verwendet 
wurde, enthielt nach der Analyse Eisen, Mangan und Kupfer in den Ver- 
haltnissen 23: 4,1: 1. 


Wenn Tiere bei manganfreier Ernahrung nicht so gut wachsen 
wie die, denen das Element dargereicht wird, so kénnen solche Tiere 
ohne Riicksicht auf die Zulinglichkeit der iibrigen Bestandteile in 
der Nahrung kaum als normal angesehen werden. Deshalb schien 
es uns angebracht, um die Wirkungen dieses Elements méglichst zu 
vergréBern, die Mengen an Eisen und Kupfer, die zur Erginzung der 
Milchnahrung verwendet wurden, auf das MindestmaB herabzusetzen, 
das nur eine geringe Haimoglobinregeneration bei animischen Ratten 
und nur ein sehr langsames Wachstum erlaubt. In manchen Unter- 
suchungen iiber alimentare Anaimie sind an Ratten 0,5 mg Eisen taglich 
gefiittert worden, eine Menge, die, wie man weib, gréBer ist als die, 
die fiir fortschreitende Heilung erforderlich ist (20) (21). Die Menge, 
die fiir diese Versuchsreihen gewahlt wurde, 0,1 mg pro Tier taglich, 
liegt, wie Mitchell und Miller (6) angegeben haben, unterhalb des 
Optimums fiir die Heilung von alimentaérer Animie. Trotzdem erholten 
sich die Tiere bei dieser Gabe ziemlich gut, wenn verhaltnismaBig 
groBe Mengen von Kupfer verfiittert wurden. Ebenso wurde gezeigt, 
da8 Kupfer, das gewéhnlich in einer Menge von 0,01 bis 0,05 mg pro 
Tag verfiittert wurde, auch bei kleineren Gaben wirksam ist (14). 
Folglich war es sicher, daB nur 0,001 mg von diesem Element gegeben 
werden sollten. Wie aus einer Priifung der erhaltenen Ergebnisse 
hervorgehen wird, bildeten solche Mengen von Eisen und Kupfer eine 
sehr wiinschenswerte Erganzung fiir unsere Tiere, wenn sie in unseren 
Glaskafigen gehalten wurden, 


Die gesamten mineralischen Erganzungsstoffe fiir jede Gruppe von 
Tieren wurden so verdiinnt, da8 an jedes Tier pro Tag 1 cem gegeben wurde. 
Jede Ratte erhielt die mineralischen Erganzungsstoffe in einer kleinen 
Menge Milch am Morgen und spater am Tage; wenn diese verzehrt war, 
wurde der Rest der Milch in den Napf getan. In allen Kafigen wurden 
Porzellannapfe verwendet. 


Die Hamoglobinbestimmungen wurden wéchentlich nach der 
Methode von Newcomer gemacht. 
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Auswahl der Tiere. 


Die friiheren Versuche iiber alimentére Anamie in diesem Labora- 
torium wurden mit jungen Ratten eigener Zucht ausgefiihrt, welche 
im Entwohnungsalter auf Vollmilch ad libitum gesetzt wurden, und die 
gewohnlich innerhalb von 5 bis 6 Wochen anamisch wurden. Gewéhn- 
lich wurden bei den jungen Tieren zu Beginn der Ernihrung mit Milch 
keine Hamoglobinbestimmungen ausgefiihrt, sondern erst, wenn sie 
anfingen anamisch zu erscheinen. 

Ein paar Bestimmungen des Himoglobingehalts dieser jungen 
Ratten eigener Zucht zeigten, daB nicht nur zwischen den verschiedenen 
Wiirfen, sondern auch zwischen den Einzeltieren innerhalb eines 
gegebenen Wurfes ausgesprochene Unterschiede vorkommen. Dies 
fiihrte zu einer statistischen Untersuchung iiber den Hamoglobingehalt 
von Ratten im Alter von 3 bis 4 Wochen. Bei 332 untersuchten Ratten 
wurde die folgende prozentuale Verteilung auf die einzelnen Gruppen 
gefunden: 15,3 unter 8, 19,8 zwischen 8 und 9, 17,8 zwischen 9 und 10, 
31,3 zwischen 10 und 11, 10,0 zwischen 11 und 12 und 6 iiber 12 g auf 
100 cem. Mit Hilfe dieses Befundes war es nicht mehr schwer zu ver- 
stehen, warum manche Tiere eine gréBere Widerstandskraft gegen die 
Ursachen der Anamie gezeigt hatten als andere. Ein MiBerfolg bei der 
schnellen Erzielung von Animie kénnte bei einem unausgewachsenen 
Tier infolge von geringer Aufnahme von Milch und infolgedessen lang- 
samem Wachstum beobachtet werden oder bei einem Tier mit einer 
groBen Reserve an Kupfer. Daraus ergab sich, daB Ratten von ungefahr 
50 g Gewicht und einem Hamoglobinspiegel zwischen 8 und 9g auf 
100 cem im Entwéhnungsalter die fiir Studien iiber alimentare Anamie 
erwinschte GleichmaBigkeit gewahrleisten wiirden. Fiir die hier be- 
schriebene Arbeit wurden einige Tiere nach diesem Grundsatz aus- 
gesucht. ; 

Es war gezeigt worden (5), daB der Mangangehalt junger Ratten, 
die von Weibchen aufgezogen werden, die gewéhnliches Futter be- 
kommen, vom 12. bis zum 25. Tage schnell zunimmt. Daher erschien 
es niitzlich, sich zum Vergleich junge Ratten zu sichern, deren Mangan- 
aufnahme auf ein Minimum herabgesetzt war, nachdem sie angefangen 
hatten, von dem Futter ihrer Mutter mitzufressen. Werden Zucht- 
weibchen auf Vollmilch ad libitum gesetzt, wenn ihre Jungen ungefahr 
12 Tage alt sind, so kénnen sie ihre Jungen bis zum Entwéhnungsalter 
mit einer nur sehr kleinen Verzégerung des Wachstums nahren. Sehr 
oft haben die Jungen eines Wurfes im Alter von 23 Tagen ein durch- 
schnittliches Gewicht von 45g und zeigen einen Hamoglobinwert 
von 4 bis 6 g auf 100 ccm. Solche Tiere sprachen, wie aus einem Vergleich 
der Tabellen I und II hervorgeht, auf Zugabe von Mangan weit starker 
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an als aus der Zucht ausgewahlte Tiere. 


Infolgedessen wurden die 


Tiere fiir die folgenden Versuche besser nach der letzten Methode er- 


halten als nach der ersten. 


Ergebnisse mit Milchfiitterung ad libitum. 


Der erste Teil unserer Arbeit befaBte sich mit einer Untersuchung 
iiber die Wirkungen eines Zusatzes von Mangan oder Pflanzenasche 
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Abb. 1, 
Wachstums- und Himoglobinkurven von jungen Ratten von 
Muttertieren, die gewihnliches Futter bekamen. Die aus- 
gezogenen Linien geben das Gewicht, die unterbrochenen 
das Himoglobin, ausgedriickt in Gramm auf 100 cem Blut, 
an. Vollmilech wurde ad libitum dargeboten. Es ist klar 
ersichtlich, daf Mangan sowohl in Form seiner reinen Salze 
als in Pflanzenasche das Wachstum beschleunigt, aber 
keinen EinfiluS auf die Himoglobinregeneration ausiibt. 


auf die Wachstumsge- 
schwindigkeit und die 
Hamoglobinregenera- 
tion bei Ratten, die 
Milch ad libitum unter 
Erginzung durch Eisen 
und Kupfer erhielten. 
Die Menge der von 
diesen Tieren gefressenen 
Milch wurde nicht fest- 
gestellt. 


12 Tiere wurden 
nach den oben dar- 
gelegten Anforderungen 
an die GleichmaBigkeit 
aus der Zucht ausge- 
wahlt und zwélf andere 
aus einer Gruppe, die 
so aufgezogen war, dab 
einer Manganspeiche- 
rung vorgebeugt wurde. 
Die Tiere wurden in 
vier Gruppen geteilt; 
jede Gruppe enthielt je 
drei Ratten, die nach 
diesen beiden Methoden 
aufgezogen waren. Die 
Kontrollgruppe _ erhielt 
Eisen und Kupfer in 
den friiher erwahnten 
Mengen. Einer zweiten 
Gruppe wurde der Saure- 
(HCl)-Extrakt aus Al- 
falfaasche in solchen 
Mengen als mineralische 
Erganzung gegeben, daB 
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jedes Tier taglich 0,001 mg Kupfer bekam. Da diese Menge Asche 
nur 0,023 mg Eisen enthielt, wurde eine hinreichende Menge Eisen- 
chlorid zugegeben, um die Aufnahme auf (,1 mg pro Tag zu bringen. 
Diese Menge von Pflanzenasche lieferte ferner 0,004] mg Mangan. 
Als Kontrolle iiber die Erginzung durch Asche wurden Aaquivalente 
Mengen von Eisen, Kupfer und Mangan in Form ihrer reinen Salze 
an eine dritte Gruppe von Tieren gefiittert. Die Ratten der vierten 
Gruppe wurden mit Eisen und Kupfer in den gleichen Mengen, wie sie 
an die anderen Gruppen gegeben wurden, (,1 bzw. 0,001 mg, gefiittert, 
aber die Mangangabe wurde auf 0,25 mg pro Tier taglich erhdht. 

Die Wachstums- und Hamoglobinkurven fiir die Tiere, die im Ent- 
wohnungsalter aus der Zucht ausgewahlt wurden, sind in der Abb. 1 
wiedergegeben. Man sieht, daB keine sehr groBen Unterschiede in der 
Wachstumsgeschwindigkeit dieser vier Gruppen von Tieren vorkommen. 
Nach Verlauf von 10 Wochen war jedoch das Durchschnittsgewicht 
der Gruppen, die Mangan bekommen hatten, in jedem Fall gréBer als 
das von Kontrollen. Wahrend die Kontrollen ein durchschnittliches 
Gewicht von 167 g besaBen, hatten die, welche 0,0041 mg Mangan in 
Gestalt von Pflanzenasche bekommen hatten, ein solches von 213 g; 
die, die eine Ergainzung von einer aquivalenten Menge von MnSQ, 
erhalten hatten, wogen im Durchschnitt 195g; und die Gruppe mit 
der hohen Manganzulage hatte ein Mittel von 183 g. 

Eine ausgesprochenere Wirkung iibte das Mangan auf die Tiere aus, 
die von Muttertieren aufgezogen wurden, welche, nachdem die Jungen 
12 Tage alt geworden waren, nur noch Milch bekommen hatten. Jedes 
Tier (s. Abb. 2), das irgendwelches zusitzliches Mangan bekommen 
hatte, wog nach Verlauf von 16 Wochen mehr als jedes von den Kon- 
trollen. Wahrend die Kontrollen am Ende der Versuchsperiode im Mittel 
nur 94g wogen, hatten die drei, die Asche als Erginzung erhielten, 
ein Durchschnittsgewicht von 135g; diejenigen, die Eisen-, Kupfer- 
und Mangansalze in aquivalenten Mengen wie in der Asche bekamen, 
wogen im Durchschnitt 151g, wahrend das héchste Durchschnitts- 
gewicht, 170 g, von den Tieren erreicht wurde, die Mangan in der gré- 
Beren Menge erhalten hatten. Diese Werte stellen einen Gewichts- 
zuwachs von 44,61 bzw. 81°, dar oder ein Mittel von 62°,, fiir die 
Mangangruppe in ihrer Gesamtheit. 

Die Kurven in den Abb. 1 und 2 zeigen also, daB Manganzusatz 
zu einer mit Eisen und Kupfer ergainzten Milchnahrung fiir die Fér- 
derung des Wachstums ebenso wirksam ist wie Pflanzenasche, die aqui- 
valente Mengen dieser Elemente enthalt. Das aus der Reihe fallende 
Verhalten der Ratte Nr. 43 deutet wahrscheinlich eher auf eine indi- 
viduelle Verschiedenheit als auf eine ausgesprochene Reaktion auf die 
Pflanzenasche hin, da ja keines von den anderen Tieren, die diese Er- 
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ganzung erhielten, sich ahnlich verhielt. Anscheinend waren 0,004] mg 
Mangan taglich ungefahr ebenso wirksam fiir die Wachstumsférderung 

wie 0,25 mg des Elements. 
Weder Pflanzenasche noch die Kontrollzulage mit Manganzusatz 
hatte eine gréBere Wirkung auf die Hamoglobinregeneration als Eisen 
und Kupfer allein. So 
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Wochen die zu einem anderen 
Abb. 2. Zweck aufgezogen wur- 
Wachstums- und Hamoglobinkurven von jungen Ratten von ie te a 
Muttertieren, die nur Milch bekamen, nachdem die Jungen den, aber deren W achs 
12 Tage alt geworden waren. Die ausgezogenen Linien tum auf die Zugabe elner 
stellen das Gewicht, die unterbrochenen das Himoglobin, Erg M: 
ausgedriickt in Gramm auf 100 ecm Blut, dar. Vollmileh wrganzung an Mangan 
wurde ad libitum dargeboten. Die Erginzung mit Mangan be- ansprach - die erhaltenen 
wirkte eine sehr ausgesprochene Wachstumsbeschleunigung. “a ‘i A 
Ergebnisse sind in den 
Abb. 1 und 2 und den Tabellen I und II enthalten. Von Weibchen, 
die nur Milch bekamen, nachdem ihre Jungen 12 Tage alt waren, 
wurden 86 Tiere erhalten; davon dienten 25 Mannchen und 28 Weib- 
chen als Kontrollen, wahrend 24 Mannchen und 9 Weibchen Mangan 
bekamen. Die Kontrollen erhielten 1,0 mg Eisen und 0,5 mg Kupfer 
auf 100cem Milch, waihrend die Mangangruppe dasselbe und dazu 
1,0 mg Mangan auf 100 ccm erhielt. Nach Ablauf von 10 Wochen 
waren die Durchschnittsgewichte der Mannchen und der Weibchen 
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in der Mangangruppe 39,3 bzw. 20,4°, héher als die der Kontrollen. 
Mangan iibt also eine bemerkenswerte Wirkung auf das Wachstum 
auch in Gegenwart von grofen Mengen Eisen und Kupfer aus, 


Ergebnisse bei der Kontrolle der Milchaufnahme. 


DaB die mit Mangan gefiitterten Ratten, die so schnell wuchsen, 
auch mehr Milch verbrauchten, war offenbar, auch ohne daB Fest- 
stellungen iiber den tatsachlichen Verzehr gemacht wurden. Es erschien 
sehr wohl méglich, daB der gréBere Gewichtsgewinn eher einer gréBeren 
Futteraufnahme als einer besseren Ausnutzung des Futters zuzuschreiben 
ware. Die Antwort auf diese Frage lieB sich jedoch nur durch Fiitte- 
rung derselben Menge Milch mit und ohne Manganzugabe wahrend einer 
gewissen Zeitdauer mit Sicherheit feststellen. Ein derartiger Versuch 
gab gleichzeitig die Gelegenheit, zu entscheiden, ob die Tatsache, 
daB die mit Mangan gefiitterten Ratten im ersten Versuch keine 
schnellere Himoglobinregeneration gezeigt hatten als die Kontrollen, 
dem schnelleren Wachstum der ersten Tiergruppe zuzuschreiben war, 
oder der Unfaihigkeit des Elements als ein himatopoietisches Agens 
zu wirken. 

Fiir diese Versuchsreihen wurden verschiedene Wiirfe von Ratten 
bis zum Entwéhnungsalter nach der oben beschriebenen Methode zur 
Verhinderung von Manganspeicherung aufgezogen. Von diesen Jungen 
wurden 23 Tiere ausgewahlt, die dann méglichst gleichmaBig nach 
Wiirfen und Geschlecht auf drei Gruppen verteilt wurden. Eine 
Gruppe von sechs Tieren erhielt nur einen Kontrollzusatz von Eisen 
und Kupfer in den Mengen, wie sie in den ersten Versuchsreihen ver- 
wendet wurden, wahrend die beiden anderen Gruppen von acht bzw. neun 
Tieren auBer dem Kupfer und Eisen noch Mangan bekamen. Dieses 
Element wurde in Mengen von 0,002 und 0,25 mg pro Tier und Tag 
in den beiden Gruppen verfiittert. 

Da wir bestrebt waren, die Futteraufnahme zwischen den ver- 
schiedenen Gruppen méglichst gleichmaBig zu bekommen, zogen wir 
in Betracht, daB individuelle Unterschiede innerhalb einer gegebenen 
Gruppe fiir deutliche Unterschiede im Appetit verantwortiich sein 
konnten. Deshalb schien es wiinschenswert, die Milch in zwei ver- 
schiedenen Mengen an jede der drei Gruppen zu fiittern und so jedem 
Tier in erster Annéherung die Gelegenheit zu geben, die gréBte ihm 
zusagende Milchmenge zu sich zu nehmen. Eine Vorperiode von 
3 Tagen, wahrend der Milch ad libitum gegeben wurde, diente als 
Richtschnur, nach der die Tiere fiir die beiden Gruppen, die verschiedene 
Mengen an Milchfutter bekommen sollten, ausgewahlt werden konnten. 
Von den Tieren mit geringerem Futterverbrauch gehérten vier zu der 
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Kontrollgruppe, vier zu der Gruppe mit niederer Manganzulage und drei 
zu der mit hohem Manganzusatz, wihrend von den Tieren mit héherem 
Milchverbrauch zwei, fiinf und fiinf den entsprechenden Gruppen 
zugeteilt wurden. In beiden Futtergruppen suchten wir die Milch 
taglich in solechen Mengen zu fiittern, daB das Tier mit dem kleinsten 
Appetit kaum seine Ration verbrauchte. 

Die Werte fiir jedes Tier von jeder der beiden Gruppen mit ver- 
schiedener Milchfiitterung sind ausfiihrlich in TabelleI dargestellt. 
Selbst innerhalb einer Gruppe, die die gleiche Nahrungserginzung 
und annahernd die gleiche Menge Milch erhielt, zeigten die Ratten 
deutliche Unterschiede im Wachstum, z. B. die Ratten Nr. 80 und 81 
oder 90 und 91. Wie man ganz allgemein hatte annehmen kénnen, 
hatten die Tiere, die gréBere Mengen Milch verzehrten, einen besseren 
Zuwachs bezogen auf die Einheit der Nahrungsaufnahme als die, die 
weniger Futter verbrauchten. 

Um einen leichteren Vergleich zu erméglichen, sind die Werte aus 
Tabelle I in Tabelle IT zusammengefaBt, in der die Tiere nach den 
Mengen Milch, die sie verzehrten, eingeteilt sind. Aus Spalte 7 geht 
hervor, daB die Unterschiede im Wachstum zwischen den mit Mangan 
gefiitterten Tieren und den Kontrollen viel geringer waren, wenn fiir 
Gleichheit der Milchaufnahme gesorgt wurde, als sie bei den friiheren 
Versuchen gefunden wurden, bei denen Milch ad libitum angeboten 
wurde. Gewichtszunahmen von 3,18 g auf 100ccm Milch, wie sie 
bei den beiden Gruppen mit Manganzusatz, die Milch in der Menge 
von 2200 cem bekamen, auftraten, bedeuten eine um 7,8°, giinstigere 
Ausnutzung der Milch als die bei den Kontrollen. Auch in der Serie 
mit gréBerer Futtermenge zeigten die mit Mangan gefiitterten Tiere 
einen etwas besseren Gewichtszuwachs pro Einheit des Milchverbrauchs 
als die Kontrollen: 3,76 und 3,94 g auf 100 ccm bei den beiden Gruppen 
mit den verschiedenen Manganzulagen gegen 3,63 bei den Kontrollen. 
Diese Uberlegenheit von 6°, die bei den mit Mangan gefiitterten 
Tieren gefunden wurde, und die von 7,8 °%, in der vorhergehenden Serie 
beweisen, daB Mangan, wenn auch nur in geringem Ausma$B, den Nutz- 
effekt vergréBert, mit dem Milch bei Ratten, die eine Nahrungserganzung 
von Kupfer und Eisen erhalten, verwertet wird.. Dagegen kann das 
stirkere Ansprechen auf Mangan bei einer ad libitum angebotenen 
Vollmilchnahrung nicht in diesem Sinne ausgewertet werden. Eher 
méchte es scheinen, als ob das Mangan irgendeine Aufgabe im Stoff- 
wechsel erfiillt, so daB sich gréBere FreBlust einstellt. Wenn ein Uber- 
schu8 an Milch zur Verfiigung steht, bewirkt der Verbrauch von 
mehr Futter eine Beschleunigung des Wachstums; mit anderen Worten, 
die mit Mangan gefiitterten Tiere wuchsen zum gréBten Teil deshalb 
schneller, weil sie mehr fraBen. 
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Ein weiterer Beweis dafiir, daB das bessere Wachstum der mit 
Mangan gefiitterten Tiere in der Hauptsache der vermehrten Nahrungs- 
aufnahme zuzuschreiben war, wurde mit einer Gruppe von Ratten 
erzielt, die in Drahtkafigen aufgezogen wurden und denen Milch in 
annaihernd gleichen Mengen dargeboten wurde. Vier Tiere, die zu 
Beginn des Versuchs 61 bis 70 g wogen und einen Himoglobingehalt 
zwischen 3,25 und 3,87 g auf 100 ccm Blut hatten, erhielten zusatzlich 
0,1 mg Eisen und 0,005 mg Kupfer pro Tag und Tier. Fiinf andere, 
die 67 bis 69 g wogen und deren Himoglobinwerte zwischen 3,29 und 
4,01 lagen, bekamen jedes dieselbe Zulage und dazu 0,25 mg Mangan 
pro Tag. Bei einer durchschnittlichen Nahrungsaufnahme von 1018 ccm 
in 4 Wochen zeigten die Kontrollen eine durchschnittliche Gewichts- 
zunahme von 3,84 g auf 100 ccm Milch, wahrend die Gruppe mit Mangan- 
zulage, die im Mittel 1091 ccm verzehrte, um 3,86 g zunahm. 

Die Annahme, daB der friihere MiBerfolg, bei Tieren, die Vollmilch 
ad libitum erhielten, durch Zugabe von Mangan eine schnellere Hamo- 
globinregeneration zu erzielen, durch die Unfaihigkeit dieses Elements 
begriindet war, eine Wirkung in dieser Richtung auszuiiben, wurde 
durch die Ergebnisse der Versuche mit Tieren bestatigt, deren Futter- 
verbrauch beschrinkt war. In Tabelle I sind die durchschnittlichen 
Endwerte fiir Haimoglobin bei den Tieren, die 2200 ccm Milch ver- 
zehrten: Kontrollen 9,58, Tiere mit einer Zulage von 0,002 mg Mangan 
9,01 und Tiere, die 0,25 mg Mangan bekamen, 9,16 g auf 100 ccm Blut. 
Bei den Tieren, die 3100 ccm Milch verbrauchten, waren die ent- 
sprechenden Hamoglobinwerte am Ende der Versuchsperiode im Mittel: 
8,33, 8,32 und 8,24 g auf 100 ccm. 


Wie schon friiher erwahnt wurde, erwies sich die kleine Menge von 
Kupfer, 0,001 mg, die taglich an jede Ratte in unseren Glaskifigen ge- 
fiittert wurde, als giinstig insofern, als sie eine langsame Hiamoglobin- 
regeneration zulieB, ohne die Wachstumsgeschwindigkeit iiber den Punkt 
hinaus zu beschleunigen, wo Mangan aufhért, eine leicht erkennbare Wirkung 
auszuiiben. Da8B eine so kleine Menge Kupfer fiir Ratten in anderen Kafig- 
typen ganzlich unzureichend sein kann, ist sehr einleuchtend. Wie in einer 
anderen Arbeit (18) gezeigt wurde, halten die Glasrohre mehr von den 
Exkrementen zuriick als die Drahtnetze, und dadurch ist den Tieren die 
Méglichkeit gegeben, in Glaskafigen mit weniger Kupfer in der Nahrung 
zu leben als in Drahtkafigen. 


Zusammenfassung. 


Zugabe von Mangan zu einer durch Eisen und Kupfer ergainzten 
Milchnahrung beschleunigt deutlich das Wachstum von jungen Ratten. 
Ihre Wirkung war am ausgesprochensten bei Tieren, bei denen eine vor- 
herige Speicherung von Mangan verhindert worden war; bei solchen Tieren 
wurde eine Zunahme der Wachstumsgeschwindigkeit von 62°), erzielt. 
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Die auBerordentlich kleine Menge von 0,0041 mg Mangan pro 
Ratte und Tag stimulierte das Wachstum in ungefihr demselben Aus- 
maB wie 0,25 mg. 

Wenn fiir gleichen Milchverbrauch gesorgt wurde, zeigten die 
Ratten, die Mangan bekommen hatten, nur um wenig besseres Wachstum 
pro Einheit des gefressenen Futters als die Kontrollen. Anscheinend 
behebt das Element irgendeinen Mangel im Stoffwechsel, woraus 
vermehrte FreBlust folgt; mit dem gréBeren Futterverbrauch wird 
dann das Wachstum beschleunigt. 

Kine Zulage von Eisen, Kupfer und Mangan war in bezug auf die 
Férderung des Wachstums bei mit Milch gefiitterten Ratten ebenso 
wirksam wie der Saureextrakt aus der Asche von Alfalfa, mit dem 
aiquivalente Mengen dieser drei Elemente dargeboten wurden. 

Mangan iibt keinen EinfluB auf die Regeneration des Hamoglobins 
bei anémischen Ratten aus. 

Die Asche von Alfalfa war nicht wirksamer fiir die Heilung von 
alimentarer Andmie als die aquivalenten Mengen von Eisen und Kupfer. 
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Uber den Magnesiumgehalt 
der Blutkérperchen nach Prolandarreichung. 


Von 
L. CannavOd und R. Indovina. 
(Aus der medizinischen Universitatsklinik in Palermo.) 


(Eingegangen am 1. Juni 1932.) 


In einer friiheren Mitteilung des einen von uns (Cannavo) wurde 
nachgewiesen, daB die Injektion des Hormonkomplexes aus Hypo- 
physenvorderlappen eine Zunahme des Mg-Gehalts im Blutserum 
hervorruft. In Fortfiihrung dieser Versuche haben wir diese Wirkung 
des Prolans naéher analysiert und die Verteilung des Mg zwischen Blut- 
serum und Blutkérperchen nach subcutaner Verabfolgung von Prolan 
studiert. Die Versuche haben wir an Erwachsenen angestellt, die 
vorher einige Tage lang eine gleichmaBige Nahrung erhalten hatten. 
Das Prolan wurde in Dosen von 100 R.-E. subcutan injiziert. Dabei 
wurden keinerlei Stérungen bemerkt. Bei einzelnen Versuchspersonen 
wurde vor der Verabreichung des Prolans eine Grundbestimmung des 
Mg im Serum sowie in den Blutkérperchen vorgenommen. Fiir das 
Serum haben wir die Technik von Kallinikowa angewendet; fiir die 
Blutkérperchen wurde die Methode folgendermaBen modifiziert : 

5cem frisch entnommenes Blut werden in ein 20 ccm fassendes 
und etwa 10 ccm einer 2°),igen Lésung von reinem Na,SO, enthaltendes 
Zentrifugenglas gegossen; dann wird rasch gemischt und sofort kraftig 
zentrifugiert. Auf diese Weise werden die Blutkérperchen zweimal 
griindlich gewaschen ohne voraufgehende Defibrinierung oder Zusatz 
von gerinnungshemmenden Mitteln, damit die physiko-chemischen 
Konstanten unveraindert bleiben. Das Waschwasser wird darauf 
abpipettiert, und 2 cem Blutkérperchen werden in destilliertem Wasser 
gelist. Nunmehr erfolgte die Bestimmung des Mg nach Kallinikowa. 


Die Resultate sind nachstehend zusammengefaBt: 


1.0. R., &, 27 Jahre alt. Mg-Ausgangsgehalt: Serum 3,03 mg-",; 
Blutkérperchen 3,18 mg-°,. 24 Stunden nach Einspritzung von Prolan 
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(100 R.-E.): Serum 4,97 mg-°); Blutkérperchen 3,18 mg-%. 24 Stunden 
nach weiteren 100 R.-E. von Prolan: Serum 5,32 mg-°,; Blutkérperchen 
2,87 mg-"%. 

2. S.G., o&, 47 Jahre alt. Ausgangsgehalt: Serum 2,606 mg-°,; Blut- 
kérperchen 2,82 mg-°,. Gehalt 24 Stunden nach 100 R.-E. von Prolan: 
Serum 7,42 mg-°,; Blutkérperchen 2,60 mg-%. 48 Stunden nach der 
ersten Prolaninjektion (24 Stunden nach weiterer Injektion von 100 R.-E.): 
Serum 9,47 mg-°%; Blutkérperchen 2,99 mg-°%. 6Tage spater: Serum 
3,84 mg-°,; Blutkérperchen 2,99 mg-%. 

3. S.L., &, 28 Jahre alt. Ausgangsgehalt: Serum 2,80 mg-°,; Blut- 
k6érperchen 2,99mg-%. Gehalt nach 100R.-E. von Prolan: Serum 
3,64 mg-°, ;Blutkérperchen 2,24 mg-%. Nach weiteren 100 R.-E.: Blut- 
serum 4,69 mg-°,; Blutkérperchen 2,45mg-%. 6Tage spater: Serum 
4,00 mg-°); Blutkérperchen 2,24 mg-%%. 

4. S.V., o&, 33 Jahre alt. Ausgangsgehalt: Serum 1,58 mg-°,; Blut- 
kérperchen 2,42 mg-°%%. Gehalt 24 Stunden nach 100 R.-E. von Prolan: 
Serum 2,80 mg-°,; Blutkérperchen 1,80 mg-°%. 24 Stunden nach weiteren 
100 R.-E.: Serum 3,74 mg-°%,; Blutkérperchen 2,24 mg-°,. 6 Tage spater: 
Serum 2,24 mg-°,,; Blutkérperchen 2,14 mg-%,,. 


In einigen Fallen haben wir die Frage gepriift, ob die gleichzeitige 
Verabfolgung eines leichtléslichen Mg-Salzes die Hypermagnesiaimie 
weiter in die Héhe treibt. In Vorversuchen wurde der EinfluB der 
Einspritzung von Magnesiumsalz allein auf den Mg-Gehalt von Serum 
und Blutkérperchen untersucht. Die Resultate waren: 


‘1.7.V., o&, 33 Jahre alt. Ausgangsgehalt von Mg: Blutserum 
2,62 mg-%; Blutkérperchen 1,49 mg-%. 2 Stunden nach intramuskularer 
Injektion von l0cem 10°%iger MgCl,-Lésung: Blutserum 3,33 mg-°%; 
Blutkérperchen 1,38mg-%. 3 Stunden nach Injektion: Blutserum 
2,54 mg-°%; Blutkérperchen 1,49mg-%. 24 Stunden nach Injektion: 
Blutserum 2,08 mg-°%; Blutkérperchen 1,60 mg-%. 

2. A.G., &, 69 Jahre alt. Ausgangs-Mg-Gehalt: Serum 2,24 mg-%; 
Blutkérperchen 1,83 mg-%. 2 Stunden nach intramuskularer Injektion 
von 10cem 10% iger MgCl,-Lésung: Blutserum 5,97 mg-°,; Blutkérperchen 
1,94mg-%. 4Stunden nach Injektion: Blutserum 3,01 mg-%; Blut- 
kérperchen 1,83 mg-%. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die intramuskulare Injektion 
von MgCl,-Lésung eine sehr kurzdauernde Verminderung des Mg im 
Serum hervorruft. 

Daraufhin sind wir dazu tibergegangen, gleichzeitig zu den subcu- 
tanen Prolan-injektionen mit einer anderen Spritze an anderen Stellen 
eine subcutane oder intramuskulaire Injektion von 10 ccm MgCl,- 
Lésung vorzunehmen. Die Resultate waren folgende: 


1. S.V., o&, 33 Jahre alt. Ausgangsgehalt: Blutserum z,vs mg-%%; 
Blutkérperchen 1,90 mg-%. 24 Stunden nach Injektion von 100 R.-E. 
Prolan und 10cem 10° iger MgCl,-Lésung: Blutserum 3,33 mg-°,; Blut- 
kérperchen 2,08 mg-°,. Gehalt nach der zweiten Injektion von Prolan und 
Mg(Cl,: Blutserum 4,97 mg-°%,; Blutkérperchen 1,93 mg-°%%. 
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2. G.G., o&, 69 Jahre alt. Ausgangsgehalt: Blutserum 3,01 mg-°,; 
Blutkérperchen 2,60 mg-%. Gehalt 24Stunden nach Injektion von 
100 R.-E. Prolan und 10 cem 10 %jiger Mg Cl,-Lésung: Blutserum 5,97 mg-°, ; 
Blutkérperchen 2,24 mg-%. Gehalt 24 Stunden nach zwei Prolan- und 
MgCl,-Injektionen: Blutserum 7,42 mg-°,; Blutkérperchen 2,13 mg-°,. 
10 Tage nach der zweiten Injektion war der Gehalt: Serum 2,24 mg-°,; 
Blutkérperchen 2,24 mg-°,. Neue Prolaninjektion (100 R.-E.). 24 Stunden 
nach Prolandarreichung war der Mg-Gehalt: Blutserum 5,24 mg-°,; Blut- 
kérperchen 1,94 mg-%%. 


Obigen Angaben ist folgendes zu entnehmen: 

1. Den bemerkenswerten Verinderungen, die Prolanverabreichung 
im Mg-Gehalt des Serums bewirkt, entsprechen keine nennenswerten 
Schwankungen im Mg-Gehalt der Blutkérperchen. VerhaltnismaBbig 
konstant beobachtet man nur eine leichte Verminderung des Mg in 
den Blutkérperchen sofort nach der ersten Injektion von Hypophysen. 
vorderlappenhormon. 

2. Einspritzung von MgCl, ruft eine maBige Zunahme des Magne- 
siumgehalts im Serum hervor; diese Steigerung ist von sehr kurzer 
Dauer und nicht mit der durch Prolandarreichung erzielten Vermehrung 
vergleichbar. 

3. Gleichzeitige Verabfolgung von Prolan und Magnesiumchlorid 
bedingt gleichartige Veranderungen. 

Es zeigt sich deutlich, daB die Steigerung des Mg im Plasma in 
keiner Beziehung zur Menge der Mg-Ionen steht, die aus den Blut- 
kérperchen in das Plasma iibergehen; die Ursache muB in einer Inan- 
spruchnahme von Mg-Ionen liegen, die eine Reserve der Gewebe sind. 


Literatur. 
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Der nach der Methode von Kjeldahl nicht bestimmbare Stickstoff. 


Von 
F. Serio und S§, Fiandaca. 
(Allgemeine medizinische Klinik der kgl. Universitat Palermo.) 


(Eingegangen am 1, Juni 1932.) 


Die Methode zur Bestimmung des Stickstoffs auf nassem Wege, 
wie sie von Kjeldahl 1883 vorgeschlagen wurde, bedeutete zweifellos 
einen nicht unwesentlichen technischen Fortschritt gegeniiber der 
Verbrennungsmethode von Dumas, denn sie vermied komplizierte 
Apparate, beschrankte die fiir jede Bestimmung notwendige Zeit und 
machte die Stickstoffbestimmung einem gréBeren Kreis von Forschern 
zugangig. Kjeldahl selbst erkannte jedoch, daB seine Methode, obwohl 
sie geniigend genau war und die Bestimmung des Stickstoffs in fast 
allen organischen Substanzen erméglichte, die Dumassche nicht voll- 
standig zu ersetzen vermochte, und er stellte auch verschiedene Aus- 
nahmen fiir die Verbindungen fest, in denen der Stickstoff sich in einer 
mit kochender Schwefelsiure fliichtigen Form befindet, z. B. Nitrate, 
Cyanverbindungen, Stickoxyd. 

In Wirklichkeit liegt die Sache viel komplizierter: Die aéuBerst zahl- 
reichen Arbeiten, die in fast einem halben Jahrhundert seit Entdeckung 
der Methode erschienen sind, haben gezeigt, daB die verschiedenen Sub- 
stanzen bei der Bestimmung auf nassem Wege den Stickstoff mit unter- 
schiedlicher Schwierigkeit abgeben. Wir verdanken Mestrezat und seinen 
Mitarbeitern eine umfangreiche und eingehende Untersuchung hieriiber. 
Bei der Untersuchung der Bilanz des Urinstickstoffs bemerkte er gewisse 
UnregelmaBigkeiten in der Eliminierung des unbestimmten Anteils des 
Urinstickstoffs — d.h. des Unterschieds zwischen Gesamtstickstoff und 
der Summe desjenigen des Harnstoffs, des Ammoniaks und der Purin- 
basen —, welche nicht von einer wirklichen UngleichmaéBigkeit des Phano- 
mens herzuriihren schienen, sondern offenbar einem augenblicklichen 
Versagen der analytischen Methoden zuzuschreiben waren. Eine genaue 
Revision der Methodik fiihrte ihn zum Vergleich der Zahlen des Gesamt- 
stickstoffs, die mit der Ajeldakl-Methode erhalten wurden, mit denen, die 
die Dumassche Methode lieferte, und er stellte dabei zuweilen betrachtliche 
Unterschiede in den mit den beiden Verfahren erhaltenen Daten fest. Der 
Grund dieser Unterschiede war in der verschiedenen Leichtigkeit zu suchen. 
mit der die betreffenden Stickstoffverbindungen ihren Stickstoff bei der 
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Mineralisierung mit siedender Schwefelsiure abgeben. Ohne fiir jede 
einzelne der Verbindungen Sicheres aussagen zu kénnen, teilte er dem- 
gemaB die stickstoffhaltigen Substanzen in fiinf Gruppen ein: 


1. Diejenigen umfassend, in denen der Stickstoff viel leichter nach der 
Kjeldahl-Methode bestimmbar ist, und zwar die fetten Amine, einige aroma- 
tische Amine, Imine, Amide, Ureide, Pyrrolring, Pyrimidinring, Purine und 
Derivate. 

2. Diejenigen umfassend, in denen die Stickstoffbestimmung zwar 
méglich ist, sich aber schwer ausfiihren laBt, und zwar Guanidinderivate, 
Indol- und Skatolringe, Chinolinring, Akridin, Piperazinring, Morphin, 
Brucin usw. 

3. Diejenigen umfassend, bei denen die Bestimmung schwierig ist 
und nur unsichere Ergebnisse liefert, und zwar einige aromatische Amine, 
quaternéres Ammonium, Azoxy- und Diazoderivate, Tropinring, Tyrosin. 


4. Diejenigen umfassend, bei denen die direkte Stickstoffbestimmung 
unmdglich, aber nach Reduktion ausfiihrbar ist, und zwar Nitrate, Nitrite 
und ihre Derivate, Nitrile, Cyanderivate, Hydrazine, Hydrazone, Osazone, 
Azo-, Azoxy-, Diazoderivate. 

5. Diejenigen umfassend, bei denen der Stickstoff stets bei der Be- 
stimmung auf nassem Wege sich verfliichtigt, und zwar Pyridin und 
Derivate, Pyrazol und Derivate. 

Nach 5 Jahren (1926) nahm derselbe Autor den Gegenstand wieder auf 
und fand, da8 auch unter normalen Bedingungen ein Unterschied zwischen 
dem nach Dumas bestimmten und dem nach Kjeldahl ermittelten Stickstoff 
besteht, und daB, wahrend normalerweise dieser Unterschied ungefahr 
1 bis 2°, des Gesamtstickstoffs betragt. er unter pathologischen Bedingungen 
auf 15”, steigen konnte. Die héchsten Ziffern wurden in solchen Fallen 
erhalten, bei denen als Ursache hepatische Insuffizienz anzunehmen war. 
Hinsichtlich der Natur dieses unbestimmbaren Stickstoffs formulierte 
Mestrezat die Hypothese, daB eine starkere Eliminierung jener Kerne 
vorliegen miisse, die sich bei der Bestimmung auf nassem Wege verfliichtigen, 
wie Pyridin- und Pyrazolkerne, ohne jedoch einen biochemischen Beweis 
dafiir beibringen zu kénnen. Er konnte nur feststellen, daB es sich um 
dialysierbaren Stickstoff handelt, insofern er ihn in nahezu gleichem Prozent - 
gehalt im Urin und in einem natiirlichen Dialysat feststellte (Galle), wie 
er sie bei einer fibrinédsen Cholecystis frei von Epithel hatte erhalten kénnen. 
Soweit die Arbeiten des franzésischen Autors. 


So interessant der Gegenstand auch ist, so hat er doch soweit mir 
bekannt ist keine weiteren Bearbeiter gefunden, wenn man die Kritik 
ausnimmt, die Boivin gelegentlich bei einer Arbeit iiber die verschiedenen 
Methoden der Stickstoffbestimmung ‘auf nassem Wege geiibt hat. Nach 
Boivin sind die Unterschiede, die Mestrezat fand, nur der bei der Minerali- 
sierung der Stickstoffgruppen (Makro-Ajeldahl nach Foerster, Denigés und 
Grigaut) angewandten Methode zuzuschreiben, wihrend die Mikromethoden 
Ergebnisse liefern, die den bei der Mikro-Dumas-Verbrennung erhaltenen 
Resultaten durchaus iiberlegen sind. 


Abgesehen von jeder technischen Betrachtung erscheinen uns 
jedoch die Ergebnisse von Mestrezat und seinen Mitarbeitern bemerkens- 
wert, da sie als Grundlage einer Erklarung bestimmter Ergebnisse des 
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Stickstoffwechsels, die sonst unverstandlich sind, dienen kénnen 
und eine Forschungsmethode des intermediiren Stickstoffwechsels 
darstellen, also kontrolliert und fortgesetzt zu werden verdienen. In 
der Absicht, diese Studien wieder aufzunehmen, wollten wir vor allem 
die Genauigkeit einiger Hauptmethoden der Mineralisierung nach- 
priifen, um dann fiir den Fortgang der Untersuchungen diejenige aus- 
zuwahlen, die ein mit der Elementaranalyse weitgehend iiberein- 
stimmendes Ergebnis lieferte. Wir bedienten uns dabei der Mikro- 
methoden: Kjeldahl mit einfacher Kupferkatalyse, mit Oxalkatalyse 
(Denigés), mit Kupfer- Quecksilberkatalyse (Pregl, in der Abanderung 
von Arnold-Wedemeyer) und unter Mineralisation mit Phenol-Schwefel- 
siure und Natriumhyposulfit und metallischem Quecksilber (Foerster). 
Unter Anwendung derselben Mengen einer Urinprobe erhielten wir 
folgende Resultate: 





Tabelle I. 

Kjeldahl Deniges Arnel: Wedemeyer | Foerster 

%oN oN %oN %oN 
0,592 0,582 0,608 0,578 
0,382 0,372 0,382 0,366 
0,607 0,575 0,595 0,562 
0,810 0,802 0,812 _— 
0,548 0,546 0,552 — 
0,347 0,347 — 


Wie aus den Zahlen hervorgeht, halten sich die Abweichungen 
zwischen den verschiedenen Bestimmungsmethoden in bescheidenen 
Grenzen, die die angegebenen Unterschiede durchaus nicht recht- 
fertigen. Unter den vier Methoden liefert die von Pregl die héchsten 
Zahlen, und dazu noch in inkonstanter Weise, so daB uns insgesamt 
weder die eine noch die andere den Vorzug zu verdienen scheint. Deshalb 
hielten wir uns bei unseren Bestimmungen nur an die einfache Kupfer- 
katalyse nach der Kjeldahischen Originalmethode. 


Es erschien dann notwendig, die verschiedene Leichtigkeit zu 
bestimmen, mit der der Stickstoff der stickstoffhaltigen Verbindungen 
nach der Kjeldahlschen Methode sich bestimmen laBt. Zu diesem 
Zwecke bedienten wir uns chemisch reiner Verbindungen, in denen der 
Stickstoff an verschiedene Atomgruppen gebunden ist. Die Ergebnisse 
der Bestimmungen nach Kjeldahl bzw. Dumas sind in der Tabelle II 
zusammengestellt. 


Wie iibrigens aus friiheren Untersuchungen schon bekannt war, ist 
der Nitroso- und Nitro-stickstoff in keiner Weise nach Kjeldahl bestimm- 
bar. Geringere Differenzen (D.— K.) weisen einige Verbindungen auf, 
in denen der Stickstoff in zyklischen Ringen gebunden ist (Phenol-, 
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Tabelle II. 





di z 
Substanz %oN oN ar ey 
nach Dumas nach Kjeldahl ), 

ns os ss. hie i ae 100 81,47 18,84 
MN a Soa be cate Ride 100 98,32 1,68 
ee 100 0 100,00 
Natriumnitrat ........ 100 0 100,00 
ES re a ye 100 97,96 2,04 
Oe eee ae 97,77 70,14 27,63 
d-Lysin-dichlorid ....... 98,55 81,81 16,74 
OS, a re Pow 100 89,77 10,23 
Guanidin-Carbonat ...... 100 98,08 | 1,92 
_.. ere hie ave om 99,12 86,83 12,29 
RE FE places nie 9.6. ea 100 81,56 18,44 


Pyrrolring, z. B. 1-Oxyprolin, Tyrosin, Indol). Fast vollstandig be- 
stimmbar sind dagegen Harnstoff, Harnsiure, Guanidin; die bei der 
Analyse dieser Substanzen auftretenden Unterschiede halten sich 
innerhalb der Fehlergrenzen der Methode. Abweichungen von gewisser 
GréBe geben einige Aminosdéuren der Fettreihe (Lysin) und der an 
einen Pyrimidinring gebundene Stickstoff (Uracil). 

Die Ergebnisse unterscheiden sich in gewisser Hinsicht von denen 
friiherer Forscher: So erscheint uns der Guanidinstickstoff nach Kjeldahl 
leichter bestimmbar, als dies Kutscher und Steudel fanden, wahrend wir 
dagegen gréBere Schwierigkeiten beim Pyrrolstickstoff hatten als 
Sérensen und Pedersen, Dakin und Dudley. AuBerdem fanden wir es 
leichter, den Pyridinstickstoff zu bestimmen, als dies bei den Unter- 
suchungen von Dakin und Dudley der Fall war. Ergebnisse, die mit 
denen anderer Forscher tibereinstimmten, erhielten wir schlieBlich mit 
Lysin (Kutscher und Steudel) und mit Tyrosin (Argutinsky usw.). 

Abweichende Befunde iiberraschen jedoch auf diesem Gebiet nicht, 
da solche von Anfang an bei der Bestimmung auf nassem Wege stets 
vorgekommen sind und ohne Zweifel der Art der Durchfiihrung zuzu- 
schreiben sind: Es geniigen kleine Einzelabweichungen, z. B. die Dauer 
der Mineralisierung, die Menge der angewandten Schwefelsaiure, die 
Temperatur der Erwairmung, auBerdem die Art des angewandten 
Katalysators, um nicht unerhebliche Differenzen in den Ergebnissen 
zu bewirken. 


Nachdem so das Vorhandensein einer Differenz D. — K. in einigen 
reinen Substanzen festgestellt war, gingen wir daran, die Ergebnisse 
zu priifen, die Mestrezat mit Urin erhalten hat. Wir begannen mit der 
Untersuchung von normalem Urin. In allen Fallen, die wir priiften, 
mit einer Ausnahme, bei der die Resultate der Bestimmung mittels 
Elementaranalyse und der auf nassem Wege nahezu identisch waren, 
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hielt sich die Differenz zwischen 2 und 6%, bleibt also in einigen 
Fallen innerhalb der Grenzen, die Mestrezat ermittelte, wahrend in 
anderen Fallen die Grenzen weiter liegen. 


Tabelle Ill. 








| N bestimmt 





N bestimmt 





| "‘Differenz — 
Nr. Name nach Dumas | nach Ajeldahl Differenz D. — K. 
rye a 8-%o &-"lo %oN 
1 €.C, normal...) 0,813 0,764 0,049 6,02 
es Yate 1,241 1,184 0,057 4,59 
31G.8.,  , snes 2,286 2,282 0,004 0,17 
40.1, > ong 1,291 1,260 0,031 2,40 
Si Nes - » a 0,988 0,952 0,036 3,64 
6) MN. , ‘ae 1,765 1,712 0,053 3,00 
Tabelle IV. 
“]«*i bestionme| Westinmt) 
Nr. Name Fea Kjeldahl Differenz D § Bemerkungen 
£-%lo g-%o 0 0 N 
1 WN. D., Diabetiker | 0,546 0,504 0,042 7,69 | Glykosurie 
2) N. D., . | 0,827 0,782 0,045 5,44  Wihrend der In- 
| sulinbehandlung ; 
I Aglykosurie 
8 1G. S., ™ 0,510 0,434 0,076 14.90 | Glykosurie 
4 G4.S., ¢ 0,534 0,490 0,044 8,22 | WShrend der In- 
sulinbehandlung ; 
Aglykosurie 
G. S., 0,470 0,406 0,064 13,62 Glykosurie 


Nach einigen 


oo 
~ 
se 

z 

4 


Tagen  Insulin- 
behandlung ; 
Glykosurie 


1,667 | 1,488 0,179 10,73 


. S., Diabetikerin 0,645 0,616 0,029 4,50 


7iR Glykosurie 
R.8., . 2.011 2.094 0,007 0,34 | Wihrend der In- 
: sulinbehandlung 
Aglykosurie 
9 R.S., 0,414 0,384 0,030 7.24 Nach 15 Tagen In- 
P : sulinbehandlung ; 
Glykosurie 
10 || C. D., - 9,411 0,359 0,061 14,84 | Glykosurie 
11 1c. D., %, 1,140 1,092 0,048 4.21 | Wahrend der In- 
sulinbehandlung : 
Aglykosurie 
12 \|'c. D, a 0,672 0,602 0,070 10,73 Nach 15 Tagen der 
Behandlung ; 


Glykosurie 


Die Ergebnisse ermunterten uns, die Untersuchung der Modifika- 
tionen, die sich bei einigen krankhaften Zustanden in der Differenz D. — K. 
auswirkten (bei denen zweifellos eine schwere Stérung des Stickstoff- 
wechsels vorliegt), vorzunehmen. Wir bedienten uns zu diesem Zwecke 
im Zustand deutlicher Ernahrungsstérung befindlicher Diabetiker, bei 
denen wir die Bestimmung vor und nach der Insulinbehandlung durch- 
fiihrten (siehe Tabelle IV). 

Aus den Zahlen geht hervor, daB in fast allen Fallen die Diffe- 
renz D. — K. merklich héher erschien als bei den normalen Fallen und in 
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direkter Beziehung zur diabetischen Stérung stand, wahrend sie mit 
deren Besserung, im Verlauf der Insulinbehandlung, einer Verringerung 
zustrebte. 

Zusammenfassung. 

1. Die Bestimmung des Stickstoffs auf nassem Wege zeigt im 
Vergleich mit der Elementaranalyse nach Dumas Abweichungen, die 
je nach den angewandten Substanzen verschieden sind. Wahrend 
sich Ureid-, Purin- und Guanidinstickstoff fast quantitativ bestimmen 
lassen, treten bei der Bestimmung des Stickstoffs, der an aromatische 
Pyrrol- und Pyridinringe gebunden ist, und desjenigen gewisser Amino- 
siuren der Fettreihe (Lysin) Differenzen von 10 bis 27°,, zugunsten der 
Dumas-Methode auf. Ganz unbestimmbar erscheint der Nitroso- und 
Nitrostickstoff. 

2. Bei normalem Urin tritt ein Unterschied zwischen der Be- 
stimmung nach Dumas und nach Kjeldahl (2 bis 6°, zugunsten der 
ersten) auf. 

3. Dieser Unterschied ist bei Diabetikern (15°,) noch starker 
ausgepragt und wird durch die Insulintherapie beeinfluBt, die ihn auf 
die normale GréBe zuriickfiihrt. 
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1) Mestrezat u. Janet, Bull. Soc. Chim. Biol. 1921, 8. 88; 1921, 8. 105. — 
2) Mestrezat u. Morel, ebendaselbst 1926, S. 6—206, — 3) Mestrezat, eben- 
daselbst 1926, S. 11—341, 4) Boivin, ebendaselbst 1929. 5) Kutscher 
u. Steudel, H. 39. — 6) Soerensen u. Pedersen, H. 89. — 7) Dakin u. Dudley, 
J. of biol. Chem. 17. — 8) Argutinsky, Pfliigers Arch. 46. 





Asymmetrische Katalyse mit organischer Faser. 
(Ein neues Fermentmodell.) 


Von 


G. Bredig und Franz Gerstner. 
(Aus dem Institut fiir physikalische Chemie, Karlsruhe i. B.) 


(Eingegangen am 1. Juni 1932.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Nach den gegenwiartigen Vorstellungen iiber die Natur der Enzyme 
hat man sich diese ,,wohl aus einer spezifischen akiiven Gruppe und einem 
kolloiden Trdger‘‘ bestehend! zu denken. Im folgenden werden nun 
Modelle beschrieben, die dieser V orstellung entsprechen sollen und die, wie 
die friiher angegebenen Modelle von G. Bredig, aus Stoffen von bekannter 
Zusammensetzung und einigermaBen bekannter Struktur bestehen. 

Zunachst sei ein kurzer Riickblick auf die verschiedenen Stufen 
in der Entwicklung dieser Modelle gestattet: 


Modell I (anorganischer, kolloider Katalysator). Diese in Anlehnung an 
Berzelius und Schénbein als ,, Anorganische Fermente‘‘? bezeichneten Modelle 
bestehen aus anorganischen, katalytisch* wirkenden Stoffen im kolloiden 
Zustande, insbesondere aus kolloiden Metall- oder Oxydsolen. Entsprechend 


1 Vgl. R. Willstdtter, Zeitschr. f. angew. Chem. 45, 119, 1932; Naturwiss. 
15, 592, 1927; H. Euler, Chemie der Enzyme 1, 63, 1920; K. Myrbdck, 
Enzymatische Katalysen §. 31, 1931 (Sammlung Géschen Nr. 1038); 
G. M. Schwab, Katalyse 1931, 8S. 228. 

2 G. Bredig, ,,Inorganic Ferments‘ in Jerome Alexanders Colloid- 
Chemistry 2, 327, New York 1928; derselbe, diese Zeitschr. 6, 283, 1907; 
derselbe mit E. Wilke, ebendaselbst 11, 67, 1908; derselbe mit R. Miiller 
von Berneck, K. Ikeda, W. Reinders, M.Fortner, G. A. Brossa, A.v. Antropoff, 
C. Ernst, D. McIntosh, A. Marck, Zeitschr. f. physik. Chem. 31, 258, 1899; 
37, 1 u. 323, 448, 1901; 62, 513, 1908; 66, 162, 1909; Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 37, 798, 1904; J. phys. Chem. 6, 15, 1902; Gedenkboek f. 
van Bemmelen 8. 342, 1910. 

3 Uber Katalyse vgl. W. Ostwald, Klassiker Nr. 200; G.M. Schwab, 
Katalyse, Berlin 1931; W. Frankenburger u. F. Diirr, in Ullmanns Enzyklo- 
piadie der techn. Chem.»2. Aufl., 6, 436, 1930; A. Mittasch, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 59, 13, 1926; A. Mittasch u. E. Theis, Von Davy und Doebereiner 
bis Deacon, Berlin 1932. 
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den klassischen Begriffsbildungen von W. Ostwald iiber Katalyse und 
den Ansichten von E. Duclaux iiber den kolloiden Zustand der Fermente 
wurden an den ,,anorganischen Fermenten‘’ Eigenschaften der Katalasen 
und Peroxydasen wiedergefunden (pxH-EinfluB, Vergiftungs- und Erholungs- 
erscheinungen, Alterung usw.). Diese Modelle haben zugleich auch die 
Eigenschaften der ,,Dehydrasen** nach H. Wieland bzw. der ,,Perhydridasen** 
nach A. Bach, wie z. B. des Schardingerschen Ferments! und des Hamo- 
globins. Ihre Rolle als Decarboxrylasen, Ox ydoredukasen bzw. Mutasen zeigte 
sich in Versuchen von E. und F.. Miiller®? sowie von F’. Haber und E. Fried- 
lénder*® beim Brenztraubenséurezerfall, bei der Cannizzaroschen Reaktion 
und anderen Disproportionierungen. Es ist tibrigens in den Untersuchungen 
von Bredig und seinen Mitarbeitern niemals behauptet worden, wie das 
zuweilen geschehen ist, daB die Dispersitdt allein die charakteristischen 
chemisch-katalytischen Wirkungen bedinge. Im Gegenteil wurde bereits 
in der ersten Mitteilung 1899 tiber ,,anorganische Fermente‘’ (mit Muiiller 
von Berneck*) ausdriicklich experimentell nachgewiesen und betont, ,,da8 
diese katalytische Wirkung an ganz spezifische Zustande ganz spezifischer 
Stoffe gebunden ist‘‘. Es handelt sich hierbei meistens um den ,,mikro- 
heterogenen‘* Zustand ganz bestimmter spezifischer, katalytisch wirksamer 
anorganischer Stoffe an ungeheuer groBen Oberflachen >. 

Modell II (organischer, stereochemisch-spezifischer aber homogen geléster 
Katalysator). In zweiter Stufe wurden die fritheren anorganischen Katalysa- 
toren bei fermentahnlichen Vorgiéingen durch organische Katalysatoren 
ersetzt. Es wurden die Kohlendioxydabspaltung aus Ketocarbonsauren 
und die Oxynitrilbildung (letztere im Anschlu8 an Beobachtungen von 
Ultee, Lapworth, Knoevenagel u. a.) unter der katalytischen Wirkung organi- 
scher Basen untersucht und hierbei mit optisch aktiven Katalysatoren stereo- 
chemische Spezifitdt ahnlich wie bei Enzymen gefunden. So hat G. Bredig® 
in Gemeinschaft mit K. Fajans, J. Creighton und W. Pastanogoff unter 


1 G. Bredig u. F. Sommer, Zeitschr. f. physik. Chem. 70, 34, 1910; 
H. v. Euler u. A. Oelander, ebendaselbst 137, 29, 1928; H.G. Denham, eben- 
daselbst 72, 641, 1910; Th. Blackadder, ebendaselbst 81, 385, 1912; G. Bredig, 
S. R. Carter u. M. Enderli, Wien. Monatsh. 54, 1023, 1929; siehe auch die 
bekannten Arbeiten von H. Wieland, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 45, 679, 
2606, 1912; 55, 3639, 3647, 1922; 47, 2089, 1914; A. Bach u. R. Chodat in 
Ullmanns Enzyklopadie d. techn. Chem. 2. Aufl., 5, 154. 

2? E.u. F. Miiller, Zeitschr. f. Elektrochem. 27, 558, 1921; 31, 41 u. 45, 
1925; siehe auch Bredig, Inorganic Ferments l. c. 8. 343. 

3 Zeitschr. f. angew. Chem. 45, 350, 1932; Naturwissensch. 20, 468, 1932. 

4 Zeitschr. f. physik. Chem. 31, 342, 1899. 

5 K. Ikeda, ebendaselbst 37, 67, 1901; G. Bredig, ,,Anorganische Fer- 
mente‘‘, Habil.-Schrift Leipzig 1901, 8. 98—99. Der Leser vgl. diese Stellen 
mit der wohl nicht ganz zutreffenden historischen Darstellung von O. War- 
burg, Katalytische Wirkung der lebenden Substanz. Berlin 1928. 8. 13. 

® G. Bredig u. K. Fajans, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 752, 1908; 
Zeitschr. f. physik. Chem. 78, 25, 1910; 75, 232, 1911;.J. Creighton, ebendaselbst 
81, 543, 1913; W. Pastanogoff, ebendaselbst 112, 448, 1924; auch W. Langen- 
beck hat mit primaren organischen Aminen den Zerfall von Ketocarbon- 
siure unter CO,-Abspaltung katalysiert und damit Enzymwirkungen nach- 
geahmt. Zeitschr. f. angew. Chem. 41, 740, 1928; 45, 97, 1932. Siehe 
auch FuBnote ? auf S. 420. 
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Anwendung von Alkaloiden wie Chinin und Chinidin als Katalysatoren! in 
homogener Lésung durch katalytische CO,-Abspaltung aus optisch in- 
aktiven aber asymmetrischen /-Ketonséuren wie Camphocarbonsaure und 
Bromcamphocarbonsaure optisch aktive Campherderivate erhalten. Aus 
Benzaldehyd und Blauséure entstand in den Versuchen von Bredig und 
Fiske durch katalytische Synthese Mandelsdéurenitril, das zum Teil auch 
optisch aktiv war und optisch aktive Mandelsiure ergab. Man hatte also 
das von J. Rosenthaler? angewandte Emulsinferment durch Alkaloide be- 
kannter Zusammensetzung als Katalysatoren ersetzen*® kénnen. 


Neues Modell III (Organischer, stereochemisch-spezifischer Kata- 
lysator von kolloider Faserstruktur). In Modell II war wohl bereits 
insofern ein Fortschritt erzielt worden, als der anorganische Katalysator 
bekannter Zusammensetzung durch einen organischen und sogar stereo- 
chemisch relativ-spezifischen ersetzt wurde, aber diese Katalysatoren 
wirkten in homogener Lésung, hatten also noch nicht die Eigenschaften 
des ,,biologischen Komplexes‘‘ (Wo. Ostwald) bzw. eines Ferment- 
systems, das auch noch nach heutigen Anschauungen aus einer ,,aktiven 
Gruppe mit einem kolloidalen Trdger** bestehen soll*. Deshalb haben wir in 
unserem heute zu beschreibenden neuen Modell III die katalytisch 
wirkenden homogen gelésten Basen bzw. Alkaloide des alteren Modells IT 
ersetzt durch natiinliche organische Fasern® als ,,Trdger“, in welche wir 


' Diese von G. Bredig und seinen Mitarbeitern gefundenen stereo- 
chemisch spezifischen Katalysen diirfen nicht mit den asymmetrischen 
Reaktionen und Synthesen von W. Marckwald u. A. Mc Kenzie verwechselt 
werden. Beide Erscheinungen haben zwar dieselbe Grundlage, namlich das 
verschiedene kinetische Verhalten diastereomerer Verbindungen. Bei den 
asymmetrischen Synthesen nach Marckwald u. Mc Kenzie wird der primare 
asymmetrierende Hilfsstoff in dquivalenter Menge gebunden oder verbraucht 
bzw. unwirksam, bei den Enzymwirkungen und unseren asymmetrischen 
Katalysen aber nicht oder doch nicht in aquivalenter Menge (vgl. Fest- 
schrift der Technischen Hochschule Karlsruhe 1925, S. 471), vielmehr wird 
hier durch seine Wirkung der Katalysator immer von selbst wieder regeneriert. 
Vel. z. B. den Zerfall der Methylathylmalonsdiure nach Marckwald und 
Mc Kenzie mit dem Zerfall der Camphocarbonsaure nach Bredig und Fajans 
(Zeitschr. f. physik. Chem. 73, 65—72. 1910). 

2 J. Rosenthaler, diese Zeitschr. 14, 238, 1908; 235, 227, 1931; weitere 
Literatur (Nordefeldt, Krieble, Wiland) siehe daselbst und bei H. Euler, Chem. 
d. Enzyme 2 (1), 253, 1922; C. Oppenheimer u. R. Kuhn, Die Fermente, 
5. Aufl., 1, 169 u. 608, 1925; J. B. S. Haldane-Stern, Allgem. Chem. d. 
Enzyme 1932, 8. 186. 

3G. Bredig, P. S. Fiske u. M. Minaeff, diese Zeitschr. 46, 7, 1912; 249, 
241, 1932. 

4 Vogl. R. Willstdtter, Naturwiss. 15, 589, 1927; R. Kuhn, in Oppenheimer- 
Kuhn, ,,Fermente“. |. c. 1, 93, 1925; F. Haurowitz, Fortschr. d. Biochem. 2, 
31, 1932. 

5 Bei der Suche nach solchen Fasern sind wir Herrn Prof. Dr. EZ. Eléd, 
Karlsruhe, zu besonderem Danke verpflichtet, welcher uns auf die schénen 
Arbeiten von P. Karreru. W. Wehrli, ,,Uber amidierte Baumwolle“, Zeitschr. 
f. angew. Chem. 89, 1509, 1926, aufmerksam machte. 
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(zundchst nur im Falle der Bawmwollfaser) eine ,,aktive Gruppe’, wie 
z. B. die Aminogruppe, verankert haben’. 

Dieses neue Enzymmodell II] besit2t, wie wir in folgenden Ver- 
suchen zeigen werden, folgende Eigenschaften: 

a) Es besteht nur aus organischen Stoffen bekannter Zusammen- 
setzung, nimlich aus einem aktiven Molekiilteil, der an einen kolloiden 
Trager verankert ist?. 

b) Es wirkt stark katalytisch bei der Abspaltung von Kohlendioxyd 
aus Ketocarbonséuren (also ahnlich wie eine Carboxylase). 

c) Es wirkt stark katalytisch und asymmetrierend beim synthe- 
tischen Aufbau von Mandelséurenitril (also ahnlich wie Emulsin), 
indem es neben optisch inaktivem Nitril auch optisch aktives Nitril 
in erheblicher Menge erzeugt, also stereochemisch relative Spezifitat hat. 

Vorlaufig* erstrecken sich unsere Versuche auf die katalytische 
Wirkung von: 

A. Seidenfibroin- und Wollefasern bei der Kohlendioxydabspaltung 
aus Bromcamphocarbonsaure, 

B. Aminocellulose- bzw. Didthylaminocellulosefasern aus Baumwolle 
bei der Kohlendioxydabspaltung aus Bromcamphocarbonsaure, 

C. Didthylaminocellulosefasern aus Baumwolle bei der Synthese 
von zum Teil optisch aktivem Mandelsaurenitril aus Benzaldehyd und 
Blausaure. 

Wir werden sehen, daB dieses neue Modell III auch an intracelluldre 
Enzyme erinnert. 





1 Wahrend der Drucklegung dieser Arbeit, deren Inhalt von G. Bredig 
am 30. April 1932 auf der Tagung der Siidwestdeutschen Chemiedozenten in 
Heidelberg vorgetragen wurde, erschien eine wichtige Mitteilung von 
G.M.Schwab u. L. Rudolph (Naturwiss. 20, 363, 1932) iiber die katalytische 
Spaltung von Racematen durch Rechts- und Linksquarz. Es wird inter- 
essant sein, diese Methode zur Herstellung von optisch aktiven Stoffen 
durch kristalline, asymmetrische, anorganische Katalysatoren mit der 
unserigen, welche organische Fasern als Katalysatoren benutzt, zu ver- 
gleichen, besonders in bezug auf die Frage, ob spezifische ,,Kontaktakti- 
vierung“ oder ,,spezifische Adsorption’: (vgl. C. W. Porter u. H. K. Ihrig, 
J. Amer. Chem. Soc. 45, 1990, 1923; R. Adams, ebendaselbst 44, 2930, 
1922; 46, 2032, 1924; K. Singh, J. Chem. Soc. London 119, 1975, 1921) 
oder spezifische ,,Chemische Bindung’ (vgl. P. Karrer u. S.C. Kwong, 
Helvet. Chim. Act. 11, 525, 1928) vorliegt. 

2 K. Myrbdck, Enzymatische Katalysen (Sammlung Géschen Nr. 1038) 
1931, S.17u. 31. 

8 Nach einigen Vorversuchen mit Methylenblau als Wasserstoffakzeptor, 
die wir fortsetzen wollen, kénnen amidierte Baumwollfasern, wie die Kata- 
lysatoren der interessanten Versuche von W. Langenbeck (Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 60, 930, 1927) und von H. Haehn (Zeitschr. f. angew. Chem. 39, 
1150, 1926), anscheinend auch ahnlich wie Dehydrasen wirken. 
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Der Faserkatalvsator. 
A. Seidenfibroin- und Wollefasern als Katalysatoren. 

Fir die katalytische Kohlendioxydabspaltung aus Bromcampho- 
carbonséure wurde zunachst die Wirkung von Seidenfibroinfaser unter- 
sucht. Diese Faser wurde aus Seide hergestellt, indem man durch 
Kochen mit sehr verdiinnter, wasseriger Seifenlésung das Sericin ent- 
fernte und die zuriickbleibende Faser nach griindlichem Auswaschen 
mit n/130 Essigséure und dann mit destilliertem (,,Leitfahigkeits-*‘) 
Wasser gut nachwusch, bis sich Konstanz des isoelektrischen Punktes! 
bei pu = 5,1 einstellte. 

Die von uns angewandte tierische Wollfaser war dieselbe, welche 
E. Eléd und E. Silva’ fiir ihre ,,Studien iiber Beiz- und Farbevorgainge‘‘ 
verwandt hatten. Ihr isoelektrischer Punkt war py = 4,9. 

Je 0,50 g lufttrockene? rechtsdrehende Bromcamphocarbonsaure, 
deren Herstellung nach O. Aschan* geschah, wurde fiir jeden Versuch 
in 20cem Acetophenon gelést. Es wurde nun in Versuch 1 0,23 g 
Seidenfibroin, in Versuch 2 0,20 g Wollfaser als Katalysator zugegeben. 
wahrend der Nullversuch 3 ohne Katalysator bei der gleichen Temperatur 
60°C verlief. Tabelle J und Abb. 1 enthalt diese Versuche, bei denen wie 
bei Fajans u. a. (I. ec.) die entwickelte CO,-Menge gewichtsanalytisch be- 


Tabelle I. 

















Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 
mit Seidenfibroin mit Wollfaser ohne Katalysator 
Zeit Zersetzung Zeit Zersetzung Zeit Zersetzung 
Min Dio Min. bd) Min. 0! 
23 19,2 20 12,3 15 §,7 
43 36,2 40 22.2 39 12,7 
63 53,4 100 47.8 135 46,2 
83 68,8 120 57,8 
109 78,6 160 75,0 
00- 
& 80 
cS 
Nad 
S 
Rw 
S20 
750 





s 


50 100 
Minuten 


Abp. 1. 0,5 g d-Bromecamphocarbonsinure bei 60°. 


' Vogl. E. Eléd u. E. Silva, Zeitschr. f. physik. Chem. 137, 147, 1928. 
2 Vel. W. Pastanogof}, 1. c. 
3 0. Aschan, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, 1445, 1894. 








os one 


SS = m= 


— 








ho- 
ber- 
rch 
nt- 
hen 


esl 


che 


ge" 
ire, 
uch 
3 g 
en. 
tur 
wie 
be- 


ng 








Asymmetrische Katalyse mit organischer Faser. 419 


stimmt wurde. Wie man aus Tabelle I und Abb. 1 ersieht, ist ein kata- 
lytischer EinfluB der beiden tierischen Fasern auf die Kohlendioxyd- 
abspaltung aus der $-Ketocarbonsiure anscheinend vorhanden. Er 
ist jedoch sehr gering!, wie zu erwarten war, da nach Creighton® die 
katalytische Wirkung bei der Zersetzung der Bromcamphocarbonsaéure 
meistens, wenn auch nicht streng, mit den basischen Eigenschaften 
des Katalysators sinkt. Wir beabsichtigen daher, diese Versuche unter 
Anwendung von Proteinen mit erheblich stairker basischen Eigen- 
schaften (Histonen, Protaminen, biogenen Aminen und Aminoséuren) 
als Katalysatoren weiter zu verfolgen, insbesondere von solchen mit 
freien Aminogruppen. Vielleicht gelingt es auch, zu diesem Zwecke 
aktive Gruppen, z. B. substituierte Aminogruppen, in tierische Fasern 
einzufiihren, wie es nach dem folgenden Kapitel bei pflanzlichen 
Fasern gelungen ist. 


B. Aminocellulosefaser aus Baumwolle als Katalysator. 


Wesentlich stirkere basische Eigenschaften als die tierischen 
Fasern des vorangehenden Kapitels besitzen die von P. Karrer und 
W. Wehrli (1. c.) aus Baumwolle hergestellten Fasern von Aminocellulose. 
Aber auch diese aus Celluloseesterfasern und Ammoniak hergestellten 
Aminocellulosefasern (mit dem isoelektrischen Punkte px = 5,30) zeigten 
bei Zimmertemperatur kaum mefbare katalytische Eigenschaften. 
Deshalb ,,aktivierten“ wir*, und zwar mit sehr gutem Erfolg, diese 
Aminofasern, indem wir an Stelle der Aminogruppe eine Didthylamino- 
gruppe nach Karrer (1. c.) in die Cellulose der Baumwollfaser einfiihrten: 


Diese ,, Diath ylaminocellulosejaser“* wurde aus sorgfiltig mit Tetrachlor- 
kohlenstoff entfetteter, gebleichter, mit 1°,iger Natronlauge bei etwa 120° 
..gebauchter*‘ und dann gut mit Wasser gewaschener Baumwolle (,,Karden- 
band‘) hergestellt. Das so gereinigte Rohmaterial wurde mit 14° iger 
alkoholischer Natronlauge (Alkohol 96°,ig) alkalisiert, gut mit Wasser ge- 
waschen und durch Pressen und Schleudern von der anhaftenden F liissigkeit 
befreit. 200 g dieser Alkalicellulosefaser wurden nun in 3 Liter einer Lésung 
von p-Toluolsulfochlorid (200 g Sulfochlorid pro 1 Liter Tetrachlorkohlen- 
stoff) 48 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen, dann wurde 
schlieBlich 1 Stunde gekocht und langsam erkalten gelassen. Die heraus- 
genommenen Fasern wurden nun ausgewrungen und durch mehrmaliges 
Umziehen in 60° warmer, etwa 1°,iger Seifenlésung und durch Spiilen 


' Auch lat er anscheinend bei wiederholtem Gebrauch erheblich nach. 

2 J. Creighton, Zeitschr. f. physik. Chem. 81, 569, 1913; G@. Bredig u. 
R. A. Joyner, Zeitschr. f. Elektrochem. 24, 291, 1918. 

3 Auch W. Langenbeck (l.c.) hat in seinen Untersuchungen iiber 
katalytische Kohlendioxydabspaltung aus «-Ketocarbonséuren seine 
Katalysatoren durch Substitutionen in der Aminogruppe aktivieren kénnen, 
und bereits W. Ostwald hat (J. prakt. Chem. 35 [2], 112, 1887) bei Diathyl- 
amin eine stairkere chemische Wirkung (bei Esterverseifung) gefunden als 
bei Ammoniak. 


27° 
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bis zur Geruchlosigkeit gereinigt. Sie wurden dann in heiBer Sodalésung ge- 
waschen und das Produkt 12 Stunden in 0,18 °,iger wasseriger ClO,-Lésung 
nochmals gebleicht. SchlieBlich wurden nach Auswaschen mit Wasser diose 
veresterten Fasern unter Zusatz von 2° ,iger Natriumsulfitlésung auf dem 
Wasserbad 2 Stunden erwirmt, dann mit heiBem Wasser gewaschen und 
abgepreBt. Der so erhaltene faserige p-Toluolsulfosiureester der Baumwoll- 
cellulose wurde nun 7 Stunden mit 50°,iger wisseriger Diathylaminlésung 
(10g Faser auf 25g Diithylamin) bei 90° im zugeschmolzenen Glasrohr 
erhitzt. Die so gebildeten ,, Diéthylaminocellulosefasern‘*‘ wurden mit heiBem 
und dann mit kaltem Wasser wiederholt gewaschen bis zur Einstellung eines 
konstanten pu-Wertes. Sie wurden dann an der Luft getrocknet, waren 
vollkommen geruchlos, schwach braunlich gefarbt und von faseriger Struktur. 
Ihr po-Wert war 6,08. Ihr Stickstoffgehalt war bei den hier benutzten 
Praparaten 0,6°,. Der Stickstoffgehalt solcher amidierter Cellulosen ist 
immer sehr gering. Er wiirde gréBer sein, wenn bereits die Veresterung der 
Cellulose mit dem Sulfochlorid topochemisch die ganze Faser durchsetzen 
kénnte. Versuche, dies durch vorhergehende Quellung zu_erreichen, 
miblangen bisher, wie wir bei unseren Praéparaten an mikroskopischen 
Querschnittsbildern mit Farbemethoden feststellen konnten!. Jedoch 
sollen diese Versuche noch fortgesetzt werden. 


Katalytische Kohlendioxydabspaltungaus Bromcamphocarbon- 
siure mit Diathylaminocellulosefaser bei 40°C. 

Je 0,50 g rechtsdrehende lufttrockene Bromcamphocarbonsaure 
wurden in 20 ccm Acetophenon gelést und ihre katalytische Kohlen- 
dioxydabspaltung mit den angegebenen Mengen der nach vorangehender 
Vorschrift aus Baumwolle hergestellten Diathylaminocellulosefaser im 
Thermostaten bei 40°C nach der Methode von Fajans (I. c.) gemessen. 
Die Durchriihrung der Fliissigkeit mit der Faser besorgte der das Kohlen- 
dioxyd mitnehmende, eingeleitete Strom von Stickstoffgas. Unsere 
Versuchsergebnisse befinden sich in TabelleII und Abb. 2. Es sind 
darin die Prozente-,,Zersetzung“‘ durch CO,-Abspaltung nach gegebenen 
Zeiten verzeichnet. 

Wie man aus Tabelle II und Abb. 2 sieht, wirkt also Diithyl- 
aminocellulose als Faser ebenso stark katalytisch auf die Kohlendioxyd- 
abspaltung unserer $-Ketocarbonsiure wie in den friiheren Arbeiten 
(mit Fajans, Creighton u. a.) die homogen gelésten Basen. Ob hierbei 
auch eine stereochemische Spezifitat, wie sie friiher mit Alkaloiden 
gefunden wurde, besteht, unterliegt zurzeit noch unserer Priifung. Auch 
wird es interessant sein, Fasern herzustellen, welche nicht nur f-Keto- 
carbonséuren, sondern auch «-Ketocarbonséuren katalytisch zu spalten 
vermégen?. 


1 Siehe auch R. Seidel, Immun- und Amingarne. Dissertation Dresden 
1930. 

2 Vgl. W.Langenbeck, |.c.; A. Wohl u. P.Claussner, Dissertation 
Danzig 1907; C. Neuberg, diese Zeitschr. 225, 239, 1930; EH. Widmark u. 
C. A. Jeppson, Chem. Centralbl. 1922, I, 526. 
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Tabelle Il. 











0,50 g Faser 0,20 g Faser 0,10 g Faser 0,050 g Faser cae od 
Zeit ine | Zeit A Zeit | see Zeit et Zeit ae 
Min. Og Min. | 5 Min. | 5 Min. 0/9 Min. Vo 

15 42.5 15 11,7 15 8,0 30 7,55 20 1,87 

25 71,5 30 27,8 45 24,1 140 28,2 55 3,6 

35 95,8 45 45,2 60 32,8 275 52,2 90 5,9 

50 97,7 60 63,2 90 51,3 355 59,3 
110 99,5 75 81,0 120 67,0 445 80,8 

90 90,5 150 84,5 
100 93,5 170 96,3 


g 


Zersefzung in % 
8 

















Wr if 
5 fase 
20 
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| | | | 
0 50 100 ; 150 200 250 
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Abb. 2. 0,5 g d-Bromcamphocarbonséure bei 40°. 


C. Synthese des Mandelsdurenitrils mit Didthylaminocellulosefaser als 
Katalysator bei 20°C. 

Unsere Versuche zur katalytischen Synthese des Mandelsaure- 
nitrils mit Hilfe von Diithylaminocellulosefaser aus Baumwolle? wurden 
zunachst ebenso wie bei G. Bredig und P.S. Fiske (1. c.) ausgefiihrt. 
Die friiheren Alkaloidkatalysatoren wurden aber jetzt durch die ge- 
nannten Fasern ersetzt. Die toluolische Reaktionsmischung wurde 
unter LuftabschluB bei Zimmertemperatur (20°C) im zugeschmolzenen 
Glaskolben  geschiittelt. Der Fortschritt der Nitrilbildung konnte 
dabei wie friiher an der ziemlich erheblichen Kontraktion direkt 
gemessen werden. Der Benzaldehyd wurde, nachdem er iiber ge- 
gliihtem Magnesiumsulfat mehrere Tage getrocknet war, fiir jeden 
Versuch frisch destilliert, bei den Versuchen 7 bis 10 der Tabelle II 
unter einem Stickstoffgasdruck von etwa 12mm Hg. Nach den in 
Tabelle III angegebenen Zeiten wurden im kalibrierten engen Halse 


1 Seidenfibroin und tierische Wollefaser sowie Aminocellulosefaser 
zeigten, vermutlich wegen zu geringer basischer Eigenschaften, bei der 
Oxynitrilsynthese bei 20° bisher keine merkliche katalytische Wirkung. 
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Tabelle 111. 





Optischer Drehungswinkel 





ecm 


¥ Mandel- | Natrium- =o 
Nr. Versuchsmischung Zeit , Kon- siure mit/salzinal-| hierte 
traktion Oxynitril HClin | kalischer Mandel 
in Toluol | wisse- | wisse- ——" 
‘ sdure in 
riger | riger Wasser 
Std. Lésung | Lésung gelist 





1 0,1 Mol Benzaldehyd mit 
0,5 g Didthylamino-cel- 
lulosefaser und _toluoli- 
scher Blausaurelésung 
auf 50cem aufgefallt. . 71 1,5 —0,56° +0,40° + 0,30°| + 0,32° 


2 | Wie in Nr.1 ...... 40 053 —043 + 0,31 + 0,33 | + 0,28 


3 Wie in Nr. 1, aber die | 
Faser vor Gebrauch in 
Wasser gequollen und | 
abgeschleudert. . ... ' 15 1,08 —058 +062 + 0,62 | + 0,61 


4 Wie in Nr.1, aber ohne 
Faser (Nullversuch) .. | 70 0,21 


5 Wie in Nr.1, aber 0,5 ¢ | 
nichtamidierte, urspringl. | 
Cellulosefaser als Kataly- | 
sator (Nullversuch). . . | 39 | 0,05 0,00 


6 Wie in Nr.1, aber 0,5¢ | 
nichtamidierte, urspriingl. | 
Celluloseesterfaser als Ka- | 
talysator (Nullversuch) . | 39 | 0,05 0,00 

7 0,1 Mol Benzaldehyd mit) 
0,1 Mol Blausiure und | | 
0,5 g Diathylamino-cellu- | | 
losefaser in Toluol auf 


50cem aufgefillt. . . . | 20 | 1,52 |—1,10° +4 1,879) + 1,25° + 1,429 
8 |WieinNr7...... | 20 | 1,55 |—1,00 + 1,84 | + 1,25 + 1,20 
9 |Wie in Nr. 7, aber ohne | 

Faser (Nullversuch) . . | 45 0,00 0,00 


10} Wie in Nr. 7, aber mit | 
| Zusatz von 0,001 Mol | 20) 1,45 | —0,55 
Benzoestiure. . . . . . 44 1,70 


der Kolben die Kontraktionen abgelesen, schlieBlich wurde nach Offnen 
der GefaBe die Lésung von den Fasern abfiltriert und im iibrigen wie 
bei Fiske (1. c.) behandelt. Die optischen Drehungswinkel! der Tabelle IIT 
wurden im 2-dm-Rohr fiir eine Wellenlinge von 4 = 5460 A bestimmt. 


1 Die in Tabelle III angegebenen Drehungswinkel fiir die wasserigen 
Mandelsaurelésungen lassen sich nach den Daten fiir die Rotationsdispersion 
nach E. Rimbach (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2387, 1899) leicht auf 
die D-Linie vom Natriumlicht umrechnen und sind fiir dieses also etwa 
18°, kleiner. 
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Ein kalter wasseriger Auszug der erhaltenen toluolischen Mandel- 
siurenitrilschicht mit verdiinnter Schwefelsiure zeigte keine optische 
Aktivitat. Dagegen sehen wir in Tabelle III, daB die bei den Versuchen 
erhaltene toluolische Lésung des entstandenen Oxynitrils sowie die 
daraus (nach dem von G. Bredig und Fiske! angegebenen Verfahren) 
durch Verseifung mit Salzsiure, Neutralisation und Reinigung her- 
gestellten wasserigen Lésungen der erhaltenen Mandelsdure und ihres 
Natriumsalzes erhebliche optische Aktivitdt besitzen. Das entstandene 
Oxynitril war linksdrehend, die daraus erhaltene Mandelsaurelésung, 
wie zu erwarten, rechtsdrehend. 


Aus den Versuchen 7 und 8 der Tabelle II] wurden zusammen ungefahr 
8,2 g Mandelséure synthetisch gewonnen und schlieBlich aus Benzol frak- 
tioniert umkristallisiert. Eine Fraktion hiervon hatte den Schmelzpunkt 
116°C und die spezifische Drehung [x], = + 33°, sie war also zu etwa 
22°, optisch aktiv. Sie enthielt nach einer alkalimetrischen Aquivalent- 
bestimmung durch Titrieren 99,4°,, Mandelséure. Die Elementaranalyse 
ergab 63,33°% C (ber. 63,15°%) und 5,26°%, H (ber. 5,30%). 

Die Versuche 1 bis 6 der Tabelle II] sind nur qualitativ, dagegen 
die Versuche 7 bis 10 auch quantitativ gut vergleichbar. Alle Ver- 
suche ergeben mit Sicherheit fiir unsere neuen Faserkatalysatoren 
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Abb. 3. Oxynitrilsynthese bei 20°. 


dasselbe Resultat wie die friiheren Versuche mit homogen gelésten 
optisch aktiven Basen®. Umgerechnet auf gleiche Aquivalente 
basischen Stickstoff ist (wie auch Abb.3 durch die Kontraktions- 
geschwindigkeiten veranschaulicht) die Diathylaminocellulosefaser kata- 
lytisch hier ebenso wirksam wie friiher die Alkaloide. Man sieht also, 
daB durch die Verankerung von substituierten Aminogruppen auf Cellulose - 
faser der Baumwolle dieser ganze Komplex ,,bestehend aus einem kata- 
lytisch aktiven Molekiilteil und einem damit verankerten Trdger* optisch 
aktives Mandelsdurenitril zu bilden vermag und damit ebenfalls lebhaft an die 
Wirkung des Mandel ferments erinnert. DaB® hierzu wirklich die eingefiihrte 


1G. Bredig u. P.S. Fiske, diese Zeitschr. 46, 10, 1912; an Stelle des 
dort meistens verwendeten Chloroforms verwandten wir hier Toluo! als 
Lésungsmitte!. 

2 Siehe Fiske, Minaeff 1.c. Piperidincellulosefaser wirkt ebenso. 
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basische Gruppe notwendig ist, beweisen unsere Nullversuche 5 und 6 
mit nichtamidierten Fasern aus Baumwollcellulose und aus Cellulose- 
ester gleichen Ursprungs, sowie die Tatsache, daB in einem hier nicht 
wiedergegebenen Versuch ein Zusatz von etwa 2 Mol Chloressigsaiure 
auf je eine Aminogruppe der Faser die katalytische Wirkung der letz- 
teren erheblich herabsetzte. Versuch 10 soll dagegen zeigen, dab 
absichtlich zugesetzte geringe Mengen Benzoesdure (also 0,001 Mol) auf 
die anwesenden etwa 0,0002 g-Atome Aminostickstoff der Faser keine 
groBe Verminderung ihrer katalytischen Wirkung ausiiben, also wohl 
auch nicht die geringen eventuell durch Autoxydation des Benzaldehyds 
von selbst entstandenen Mengen Benzoeséure. Unsere Tabelle III zeigt 
weiter, daB das allgemeine Bild dasselbe bleibt, ob die katalysierende 
Faser im trockenen Zustand (wie in den Versuchen 1 und 2) oder (wie 
in Versuch 3) mit Wasser gequollen in die toluolische Blausiure-Aldehyd- 
mischung gebracht wird. — In allen Versuchen waren neben 0,1 Mol 
im Toluol gelésten Benzaldehyds auf den angewandten 0,50 g der Faser, 
die 0,6°%, Stickstoff enthielt, nur héchstens 0,00021 Mole der kataly- 
sierenden Aminogruppe vorhanden. Der katalytische Charakter der Oxy- 
nitrilbildung ist in Anbetracht der etwa 130 mal gréBeren Anzahl Mole 
gebildeten Nitrils also auch hier erwiesen. 

Nimmt man etwas gréBere Mengen von Katalysatorfasern oder 
setzt man den Versuch auch nur in gréBerem MaBstabe in den in 
Tabelle III angebenen Verhiltnissen, aber mit ungeniigender Warme- 
abfuhr bei Zimmertemperatur an, so wird die Heftigkeit der Katalyse 
sogar durch deutliche Selbsterhitzung der Mischung bemerkbar. 

Auch die Anzahl entstandener optisch aktiver Mole Oxynitril ist 
anscheinend noch ein Mehrfaches der angewandten Anzahl Mole 
Diathylaminogruppen auf dem Faserkatalysator. Man kann wohl mit 
einiger Sicherheit behaupten, daB die asymmetrierende, relativ-spezi- 
fische stereochemische Wirkung unseres Faserkatalysators der Faser 
selbst eigentiimlich ist. Wahrend in unserem Falle die katalytisch 
aktive Gruppe, also hier die Diithylaminogruppe, aus einem op- 
tisch nicht asymmetrischen Katalysator der Oxynitrilbildung, 
namlich aus dem Diathylamin herstammt, wird sie erst durch 
Verankerung auf dem kolloiden Trager, nimlich auf der offenbar aus 
asymmetrischem Material aufgebauten Cellulosefaser zu einem asym- 
metrierenden Katalysator. Im Komplex unseres Faserkatalysators 
tibertragt also die Faser ihre Asymmetrie auf die katalytisch aktive, mit 
thr verankerte basische Gruppe. Es wird interessant sein, diese Er- 
scheinung mit den bei Enzymen beobachteten Einfliissen' zu ver- 


_ 1 Vgl. F. Haurowitz, Fortschr. d. Biochem. 2, 36—37, 1932; E. Bamann 
u. P. Laeverenz, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 2939, 1930; A. Fodor, 
Nord u. Weidenhagens Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 39, Leipzig 1932. 
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gleichen. Doch miissen wir das weiteren Studien vorbehalten, bei welchen 
wir das zur Herstellung der ,,amidierten‘‘ Faser benutzte Diaithylamin 
auch noch durch andere Basen, z. B. auch tertiére, wie P. Karrer und 
W. Wehrli (1. c.), ersetzen und auch andere substituierte und aktivierte 
Kohlenhydrate und Fasern benutzen wollen. 


Abnutzung des Faserkatalysators. 


Wir haben auch die Frage gepriift, 0b unser Faserkatalysator aus 
Diaithylaminocellulose beim Gebrauch seine Wirksamkeit einbiipt. Unter 
gleichen Bedingungen mit wngebrauchter Faser angestellte Parallel- 
versuchke stimmen meistens gut iiberein, sowohl bei der katalytischen 
Zersetzung der Bromcamphocarbonséure als auch (vgl. Tabelle ITI, 
Versuche 7 und 8) bei der Oxynitrilsynthese. 

Benutzt man jedoch in aufeinanderfolgenden Versuchen mit neu- 
angesetzten Lésungen unter sonst gleichen Bedingungen dieselbe ge- 
brauchte Faserprobe wiederholt zur Oxynitrilsynthese, so bemerkt man 
ein allmahliches Nachlassen der katalytischen und asymmetrierenden 
Wirksamkeit der Faser von Versuch zu Versuch: 


Versuch 11. So gab unter denselben Bedingungen, wie in Versuch 2 
der Tabelle III, eine Probe von 0,50 g Diathylaminocellulosefaser nach 
je 40 Stunden beim Gebrauch in drei aufeinanderfolgenden Versuchen je 
1,5, 0,85 und 0,65cem Kontraktion. Diese katalytische Wirkung bei der 
Oxynitrilsynthese nahm also bei wiederholtem Gebrauch derselben Faser 
deutlich ab, wenn sie auch im letzten Versuch immerhin noch erheblich war. 


Versuch 12. Ebenso gab die Wiederholung des Versuchs 7 der Tabelle ITT 
mit derselben Faserprobe nach Erneuerung der Lésung nach 45 Stunden nur 
noch eine Kontraktion von 1,00 cem und nur noch einen Drehungswinkel der 
neu entstandenen Oxynitrillésung von — 0,33°. Hier hatte also auch durch 
den Gebrauch der Faser ihre asymmetrierende Wirkung abgenommen. Sie 
war aber immerhin noch sehr deutlich vorhanden. 


Abgabe von katalytischem bzw. asymmetrierendem Agens von 
der Faser an die umgebende F liissigkeit. 

Es liegt nahe, den soeben erwahnten Riickgang der katalytischen 
Wirksamkeit der Diathylaminocellulosefaser bei wiederholtem Gebrauch 
dadurch zu erklaren, daB diese Faser einen Teil ihrer wirksamen Be- 
standteile an die umgebende Lésung abgibt. 

Wir konnten in der Tat feststellen, daB die Acetophenonlésung, in 
welcher wir Bromcamphocarbonsdure mit Hilfe dieser Faser katalytisch 
zersetzt hatten, auch nach Herausnahme bzw. Abfiltieren der Faser 
einen sehr merklichen Teil der katalytischen Wirkung der Faser entzogen 
und selbst angenommen hatte, obwohl, wie gesagt, auch die heraus- 
genommene gebrauchté Faser immerhin noch erhebliche katalytische 
Wirkung in einer frisch mit ihr angesetzten Lésung von Bromcampho- 
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carbonsdure zeigte, also auch nach vorangehender Benutzung kataly- 
tische Wirkung behalten hatte. Der GréBenordnung nach war die Summe 
der katalytischen Wirkungen der filtrierten Lésung und der davon 
abfiltrierten Faser ungefahr gleich der katalytischen Wirkung der 
urspriinglichen frischen Faser. Diese Verhédltnisse erinnern wohl an die 
Herauslésung eines Enzyms aus einer Zellmasse, in der ein erheblicher 
Teil des Enzyms noch zuriickblevbt. DaB ein so ausgepragt saures Substrat 
wie die Bromcamphocarbonséure besonders geeignet ist, katalysierende 
Base aus der Faser wieder herauszuholen, diufte nicht unwahrschein- 
lich sein. 

Auch bei der Oxynitrilsynthese haben wir gepriift, ob ein Ubergang 
von katalytischer Wirkung und von asymmetrierender Wirkung von der 
Faser in die umgebende Fliissigkeit stattfindet: 


Versuch 13. 0,1 Mol Benzaldehyd und 0,1 Mol Blausaéure mit 0,50 g 
Didthylaminocellulosefaser wurden mit Toluol auf 35 ccm aufgefiillt und 
bei Zimmertemperatur 15 Stunden wie friiher im zugeschmolzenen Glas- 
kolben geschiittelt. Die abfiltrierte Lésung zeigte eine Linksdrehung von 
0,65°. Zu 20cem dieser von der Faser abfiltrierten Lésung wurden aufs neue 
0,1 Mol Benzaldehyd und 0,1 Mol Blauséiure zugegeben, mit Toluol ohne 
Faser auf 50 ccm aufgefiillt und nach kurzem Umschiitteln der neue Drehungs- 
winkel zu — 0,27° gefunden (berechnet aus der Verdiinnung: — 0,26°). 
Bei 20stiindigem weiteren Schiitteln dieser Lésung ohne Faser trat nun 
noch eine Kontraktion von 0,27 cem, nach 44 Stunden von 0,33 ccm ein 
und wurde schlieBlich ein Drehungswinkel von —0,42° beobachtet. Die 
Linksdrehung hatte also ohne Faser unter neuer Oxynitrilbildung nur noch 
um 0,15° zugenommen. Die Lésung hatte also nach Entfernung der Faser 
noch eine schwache katalysierende und eine eben noch merkliche asymme- 
trierende Wirkung behalten. Letztere kann vielleicht auf die Gegenwart 
des nach Entfernung der Faser im Filtrat vorhanden gewesenen optisch 
aktiven Mandelsaéurenitrils zuriickgefiihrt werden. 


Versuch 14. 0,1 Mol Benzaldehyd wurde ohne Blausdure mit 0,50 g 
Didthylaminocellulosefaser und Toluol auf 50ccm aufgefiillt und (wie 
immer) im zugeschmolzenen Glaskolben 22 Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur geschiittelt. Hierauf wurde die Faser abfiltriert. Das Filtrat 
zeigte einen Drehungswinkel von — 0,20°. 30ccm dieses Filtrats wurden 
jetzt erst mit 0,1 Mol Blauséure und Toluol auf 50 ccm aufgefiillt. Diese 
Fliissigkeit zeigte nun nach sofortigem Durchmischen und 22stiindigem 
Schiitteln ohne Faser schlieBlich einen Drehungswinkel von — 0,11° und 
keine merkliche Kontraktion. Hier war also nach Herausnahme der Faser 
keine durch Kontraktion bestimmbare katalytische Wirkung und keine 
die Fehlergrenze iiberschreitende asymmetrierende Wirkung im Filtrat 
zuriickgeblieben. 


Versuch 15. 0,1 Mol Blauséure wurde ohne Benzaldehyd mit 0,50 g 
Diathylaminocellulosefaser und Toluol wie in Versuch 14 auf 5(@ ccm auf- 
gefiillt und wie in diesem 22 Stunden bei Zimmertemperatur geschiittelt. 
Hierauf wurde auch hier die Faser, die sich wegen Verharzung der Blausdure 
tief braun gefairbt hatte, abfiltriert und in dem offenbar wegen dieser Ver- 
harzung gelb gewordenen Filtrat keine sichere optische Aktivitat gefunden. 
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Hierauf wurden 35¢ccm desselben mit 0,1 Mol Benzaldehyd und Toluol 

auf 50 cem aufgefiillt. Nach weiterem 22stiindigem Schiitteln ohne Faser 

war ebenfalls keine merkliche Kontraktion eingetreten und wurde in der 

erheblich gefarbten Lésung ein etwas unsicherer Drehungswinkel von nur 
0,11° gemessen. 

Versuch 16. 0,50 g Diathylaminocellulosefaser (ohne Zusatz von Sub- 
straten) wurden mit Toluol auf 50 cem aufgefiillt und 22 Stunden wie oben 
geschiittelt. Das Filtrat zeigte dann einen Drehungswinkel von 0,13°. 
Hierauf wurden 36 ccm dieses Filtrats mit 0,1 Mol Benzaldehyd und 0,1 Mol 
Blauséure auf 50 ccm aufgefiillt. Diese Lésung zeigte sofort nach der 
Mischung noch denselben Drehungswinkel von 0,11°, nach 22stiindigem 
Schiitteln ohne Faser bei Zimmertemperatur keine meBbare Kontraktion 
und keine Anderung des Drehungswinkels. 

Wir sehen also aus Versuch 13, daf die Faser zwar auch bei der 
Oxynitrilsynthese ein wenig Agens mit katalysierender Wirkung (vgl. 
Kontraktion) wahrend ihrer Tatigkeit bei der Synthese an die Lésung 
abgegeben hat, daB sie aber (vgl. Versuche 11 und 12) selbst ihre eigene 
katalysierende und asymmetrierende Wirksamkeit dabei noch in recht 
erheblicher Weise behdlt. Dagegen zeigen die Versuche 14, 15 und 16, 
daB die Diathylaminocellulosefaser an das Lésungsmittel allein oder an 
Lésungen, in welchen auch nur eine Komponente der Oxynitrilbildung 
fehlt, keine groBen Mengen des katalysierenden (vgl. Kontraktion) und 
jedenfalls erst recht nicht in erheblichem Betrage das asymmetrierende 
Agens abgibt. Die geringen beobachteten optischen Drehungswinkel 
in den Versuchen 14, 15 und 16 iiberschreiten die Fehlergrenze nur 
um einen sehr geringen und nicht sehr sicheren Betrag. Sie sind 
vermutlich auf Spuren von léslichen Bestandteilen der Faser zuriick- 
zufiihren, welche fiir unsere Synthese und Asymmetrierung unwesent- 
lich sind. 

Fiir die Oxynitrilsynthese erinnert also unser Faserkatalysator in 
der Hauptsache an ein intracelluldres Enzym, das nicht oder nur schwer 
(in Abwesenheit des vollstandigen Substratsystems) in voller Wirksam- 
keit in Lésung zu bringen ist. 

Nach den Angaben in der heutigen Literatur’ sind die meisten 
Enzyme und ihre Wirkungen intracellular doch mehr oder minder mit 
den Bestandteilen der Zellen und Gewebe verbunden bzw. von ihnen 
mehr oder weniger ablésbar. In diesem Sinne miissen wir vielleicht 
auch heute noch die Enzyme als ,,Splitter’‘ der Zelle betrachten, die 
man nur mehr oder weniger vollkommen von dieser und ihren Bestand- 


1 Vgl. Oppenheimer-Kuhn, ,,Fermente‘, l.c. 1, 41] u.f., 1925; 2, 1504 
1926; W. Grassmann u. T. Peters, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 
204, 135, 1931; R. Willstdtter u. E. Waldschmidt-Leitz, ebendaselbst 134, 
161, 1924; L. Michaelis, diese Zeitschr. 115, 281, 1921; hierzu G. Bredig, 
Zeitschr. f. Elektrochem. 10, 675, 1904; H.v. Euler, Biokatalysatoren 
(Enke 1930), S. 17. 
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teilen abtrennen kann, oft von der lebenden Zelle in anderem MaBe als 
von der toten. Sehr interessant ist die Feststellung! von Neuberg und 
Mitarbeitern, daB der stereochemisch-spezifische Verlauf mancher fermen- 
tativer Vorgange an die lebende Zelle und eventuell auch noch an die 
abgetétete (also wohl an ihre ,,Strukturelemente‘‘) gebunden ist, wahrend 
ihr Macerationssaft zwar noch katalysierend, aber nicht asymmetrierend 
wirkt. Der von uns oben gemachte Befund gibt hierzu eine interessante 
Parallele: Nach ihm wirkt die Diaéthylaminogruppe, solange sie ,,im 
Komplex* an die Faser gebunden ist, wie wir bei der Diathylaminocellulose 
zeigten, asymmetrierend. Sobald sie jedoch von der Faser durch Hydro- 
lyse oder irgendeinen anderen Vorgang als Diadthylamin in Lésung 
gebracht ist, wird sie zwar infolge ihrer basischen Eigenschaften noch 
katalytisch aber nicht mehr asymmetrierend wirksam sein?. 

Zum SchluB sei noch mit allem Vorbehalt folgende Modell- 
betrachtung gestattet: Denken wir uns aus unserem Faserkatalysator, 
bestehend aus Diéthylaminocellulose, ein dichtes Gewebe (Diaphragma 
oder Filter) hergestellt, durch das wir eine Lésung von Benzaldehyd 
und Blausiure langsam hindurchfiltrieren, so wird die austretende 
Fliissigkeit das Gewebe als eine Lésung von zum Teil optisch aktivem, 
im Gewebe synthetisch entstandenem Mandelsaurenitril verlassen. 
(Wir haben hier also gewissermaBen ein Modell fiir synthetische Zellen- 
titigkeit® bei gewéhnlicher Temperatur.) In dem Mafe aber, als die 
durch unser kiinstliches Gewebe passierende Fliissigkeit die aktive 
Diéthylaminogruppe von den Strukturelementen der Gewebefaser 


1 Vgl. besonders C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 493, 1913; C. Neuberg 
mit J. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921 und H.Ohle, ebendaselbst 127, 
327, 1922; 128, 610, 1922; Zusammenfassung in Abderhaldens Handb. d. 
biol. Arbeitsmethod., Abt. IV, Teil 1, S. 625—644, 1927 sowie Zeitschr. f. 
angew. Chemie 45, 359, 1932; siehe auch W. Dirscherl, Hoppe-Seylers 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 225, 1930; insbesondere aber C. Neuberg 
u. M. Kobel, diese Zeitschr. 182, 470, 1927; C. Newberg, ebendaselbst 225, 
238, 1930; P. Mayer, ebendaselbst 174, 420, 1926. 

* Auf die Frage, ob die schéne Rosenthalersche Synthese des optisch 
aktiven Mandelséurenitrils eine Enzymwirkung ist oder nicht, kann erst 
spiter eingegangen werden, wenn unsere Modellversuche weiter fort- 
geschritten sein werden. Hier mu8 auf die interessanten Untersuchungen 
iiber Oxynitrilsynthese durch Emulsin von E. Nordefeldt, diese Zeitschr. 118, 
15, 1921; 181, 390, 1923; 137, 489, 1923; 159, 1, 1925; K. Kriebleu. W. Wiland, 
J. Amer. Chem. Soc. 35, 1643; 87, 2205, 1915; 43, 164, 1921; J. Rosenthaler, 
diese Zeitschr. 235, 227, 1931; M. Bayliss, J. of Physiol. 46, 236, 1913; 
Weidenhagen, Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 198, 1932 hingewiesen werden, 
sowie auf die zusammenfassenden Darstellungen von Oppenheimer-Kuhn, 
Fermente, 5. Aufl., S. 608 u.f., 1925; Euler, Chem. d. Enzyme, 2. Aufl., 
2, 253 u. f. a 

3 Vgl. hierzu F. F. Nord, Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 77, Akadem. 
Verlagsges., Leipzig 1932; J. H.Quastel, ebendaselbst S. 224. 
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durch Hydrolyse oder dergleichen allmahlich loslést, wird das Gewebe 
und das Filtrat zwar immer noch katalytisch-synthetisch Mandelsiure- 
nitri] erzeugen kénnen, aber das Filtrat wird mit fortschreitendem Abbau 
unseres im Filtergewebe befindlichen Katalysatorkomplexes keine oder 
nur noch geringe asymmetrierende Wirkung bei der Katalyse zeigen, 
geradeso wie ein zur asymmetrischen Katalyse nicht mehr fahiger 
,,Macerationssaft’. Auch die im Gewebe zuriickbleibende Baum- 
wollfaser wird wie ein macerierter und ausgelaugter PreBheferiickstand 
schlieBlich sogar auch ihre katalytisch-synthetische Wirkung mit der 
asymmetrierenden verlieren. 


Zusammenfassung. 


Organische Faser von bekannter Zusammensetzung (reine Baum- 
wolle) wurde durch Einfiihrung einer Diaéthylaminogruppe in einen sehr 
wirksamen Katalysator verwandelt. Derselbe vermag aus §-Keto- 
carbonséuren z. B. aus Bromcamphocarbonsiure Kohlendioxyd kata- 
lytisch abzuspalten. Er vermag wie Emulsin aus Blausiure und Benz- 
aldehyd Mandelsaurenitril katalytisch zu bilden, von dem ein erheb- 
licher Teil linksdrehend ist. 

Unser Katalysator stellt also ein neues organisches, stereochemisch 
relativ-spezifisches Enzymmodell von bekannter Zusammensetzung 
und von Faserstruktur dar, welches, wie nach heutigen Anschauungen 
die Enzyme, ,,aus einem kolloiden Trager und einer darauf verankerten 
spezifischen aktiven Gruppe“ besteht und in seinem Verhalten auch 
etwas an intracellulare Enzyme erinnert. 


Uber die Verainderlichkeit 
der chemischen Zusammensetzung der Pflanzen. 


Von 
Nicolai N. Iwanoft. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir angewandte 
Botanik zu Leningrad.). 


(Eingegangen am 2. Juni 1932.) 


Die Pflanzen sind sehr plastisch; ihre chemische Zusammensetzung 
ist AuBerst unbestandig. Die Pflanzenprodukte besitzen ihre eigene groBe 
analytische Literatur, welche von ihrer bedeutenden chemischen Ver- 
anderlichkeit zeugt. In den vorhandenen Handbiichern fiir Pflanzen- 
chemie und Warenkunde werden zahlreiche Analysen angegeben, die an 
einzelnen Pflanzenobjekten gemacht worden sind, und es wird auch ver- 
sucht, einen Mittelgehalt fiir die einzelnen in denselben enthaltenen 
Substanzen zu geben. Eine solche Sachlage war nur so lange méglich, 
als die Pflanzenchemie nur allgemeine Fragen léste und es sich darum 
handelte, die Anwesenheit dieser oder jener Substanzen in den Pflanzen 
festzustellen. Es war die Zeit, wo noch keine exakten Methoden fiir 
deren quantitative Bestimmung ausgearbeitet waren und an der Beur- 
teilung des Pflanzenmaterials viel weniger Chemiker beteiligt waren 
als Bonifikatoren, welche dieselben oft nach rein auBerlichen Merk- 
malen, nach dem Aussehen, Geschmack und Geruch abschatzten. 


Aber mit der Zeit wurden in der chemischen Literatur immer mehr 
und mehr Faille angefiihrt, wo sich die rein warenkundliche Beurteilung 
als haJtlos erwies, und auBerdem waren schon viel exaktere Methoden 
der chemischen Analysen ausgearbeitet; die Bedeutung der Chemie 
in der Beurteilung der Qualitét der Pflanzen fing an zu steigen, und 
gegenwartig hat die Chemie hiet eine dominierende Stellung  ein- 
genommen. Heute wird der Chemiker nicht mehr die Pflanzen nur 
nach der Summe der in ihnen enthaltenen Hauptbestandteile wie EiweiB- 
stoffe, Fette, Kohlenhydrate und Asche beurteilen, sondern er wendet 
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viel feinere Methoden an, er bestimmt die Qualitat dieser Produkte 
wie auch die Minimalmengen der Substanzen, welche das betreffende 
Pflanzenmaterial (z. B. die Aromastoffe von Friichten) bald im Wert 
erhéhen, bald herabsetzen oder sogar vollig entwerten kénnen (giftige 
Substanzen, Alkaloide in den Lupinensamen, Ricinussamen usw.). 

Die in der Pflanzenchemie gesammelten Erkenntnisse fiihren uns 
zur Uberzeugung, daB sowohl fiir exakte wissenschaftliche Daten als 
auch fiir praktische Zwecke wir uns zurzeit nicht mit gewéhnlichen 
Handbiichern entnommenen Kenntnissen begniigen kénnen, sondern 
in einer neuen Weise an dieses Problem herantreten miissen. Wir miissen 
diejenigen Ursachen studieren, welche die chemische Verinderlichkeit 
der Pflanzen hervorrufen, und in unserer weiteren Arbeit miissen wir 
diese Momente gebiihrend in Betracht ziehen. 

In unserem Laboratorium sind wahrend einer Reihe von Jahren 
Tausende von Analysen von Kulturpflanzen angestellt worden. Uber 
die geographische und Sortenveranderlichkeit der Pflanzen haben 
wir schon eine Reihe von Abhandlungen mitgeteilt. In dieser Abhand- 
jung méchten wir unter Benutzung von eigenem neuen, wie auch von 
Literaturmaterial die Aufmerksamkeit auf eine Reihe von Ursachen 
lenken, welche die chemische Veranderlichkeit von Pflanzen hervor- 
rufen. 


Die Bedeutung der Sorte fiir die Verinderlichkeit der Pflanze. 


Von einem Chemiker z. B. an einem Apfel, einer Riibe, einer Erbse 
erhaltene Analysenwerte kénnen gegenwiartig einem Botaniker oder 
einem Agronomen nicht geniigen. Letzterem ist von Wert nicht die 
Analyse der Pflanze im allgemeinen, sondern unter genauer Angabe 
der Sorte, wie auch des Herkunftsgebietes; nur ein solches Material 
kann ihm fiir praktische Zwecke dienlich sein. 

In der Pflanzenzucht wird die Pflanze nicht nur durch die Familie 
und die Art, sondern auch durch deren Varietat, deren Sorte, bezeichnet. 

Diese letzteren Einheiten —- die Sorten — unterscheiden sich 
sowohl durch duBere morphologische, wie auch durch chemische 
Merkmale. 

Die Selektion hat schon langst ihre Aufmerksamkeit auf Sortenunter- 
schiede der Pflanzen gerichtet und bemiihte sich, diejenigen von denselben 
auszusondern, welche niitzliche Merkmale besitzen. Als beste Beispiele 
einer solchen chemischen Veranderlichkeit wahrend des Selektionsprozesses 
kénnen die Angaben der Illinois Station! (Illinois, USA.) dienen, wo im 
Zeitraum von 1896 bis 1924 aus einer und derselben Maissorte (Burrs white) 
durch Massenselektion eine Veranderlichkeit ira Ansteigen wie im Sinken 
von EiweiB und Ol erzielt wurde. 


1 F.L. Winter, J. Agr. Res. 1929. 
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Hoch | 


Geringer Geringer 
Jahreszahl eiweibhaltig Eiweifgehalt Hoch olhaltig Olgehalt 
%o % 9% °lo 
1896 10,96 10,96 4,74 4,74 
1910 14,93 8,32 7,78 2,26 
1924 16,68 8,44 9,92 1,56 


Diese Zahlen zeigen deutlich, daB es unméglich ist, von einer Zu- 
sammensetzung des Maises im allgemeinen zu reden; in dem angefiihrten 
Beispiel unterscheiden sich die Maiskérner nach ihrer Zusammensetzung 
derart, daB man dieselben, nach der chemischen Analyse zu urteilen, zu zwei 
verschiedenen Pflanzen zihlen kann; so ergab die eine Linie 16,68 °,, EiweiB- 
stoffe, die andere halb soviel: 8,44°; es gibt Linien mit einem Olgehalt 
von 9,92, und 1,56°%. Folglich sind die Versuche einer Berechnung von 
Mittelwerten der chemischen Analyse fiir Maiskérner nicht anwendbar. 

Wir fiihren aus dem umfangreichen Material unseres biochemischen 
Laboratoriums eine Reihe von Analysen nach der chemischen Ver- 
anderlichkeit! der Sorten an. 

Weizensorten. An einem und demselben Orte ziichten wir Weizen- 
sorten, die in ihrer Zusammensetzung bald bedeutendere, bald geringere 
Mengen EiweiBstoffe und Starke enthalten. Diese Veranderlichkeit 
in der chemischen Zusammensetzung bringen wir in Zusammenhang 
mit der Eigenschaft verschiedener Sorten, ihre Wurzeln und Blatter 
nicht gleichzeitig zu entwickeln, und daher gelingt es den Pflanzen, 
aus einem und demselben Boden zur Reifezeit der Kérner ungleiche 
Mengen Stickstoff zu erhalten. Wir fiihren einen Unterschied in der 
Zusammensetzung von zwei Weizensorten, hart und weich, aus ein 
und demselben Ort, aus Gorki (westliches Gebiet der USSR.), an. 


Tabelle I. 


EiweiBmenge in °/9 














Jahr der Aussat 


Harter Weizen Weicher Weizen 
var. Hordeiforme var. Pseudohostianum 
1923 10,2 14,0 
1924 i 11,4 16,1 | 17.06 
1925 | 4977 120 — 
1926 14,1 18,35 


Trotz der jahrlichen Verinderungen, die hier ebenso bedeutend 
sind, haben die beiden Weizensorten fiir die ganze Reihe von Jahren 
im Mittel einen bedeutenden Unterschied im EiweiBgehalt. 

Diese Sortenunterschiede des Weizens betreffs des EiweiSgehalts 
sind schon von Gericke (1925) als ein Vererbungsmerkmal vermerkt 








1 In der agronomischen Literatur gibt es viele Analysen, welche die 
chemische Veranderlichkeit der Kulturpflanze aufweisen, aber der gréBte 
Teil derselben tragt einen vereinzelten, nicht systematischen Charakter. 
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worden und fanden ihre Begriindung in der russischen Arbeit von 
Tulaikow und Pisarewski! (1926). Hieraus sehen wir, daB sogar fiir 
ein und denselben Punkt ein Mittelwert fiir Weizen nicht anzufiihren 
ist. Diese Unterschiede im Stickstoffgehalt werden von den Versuchs- 
stationen der USA. ausgenutzt, indem dieselben Weizensorten mit 
hohem Stickstoffgehalt ziichten. 

Aber die einzelnen Weizensorten unterscheiden sich nicht nur durch 
summaren Gehalt an EiweiBstoff, sondern auch durch verschiedenes Ver- 
haltnis an einzelnen EiweiBstoffen, wie z. B. des Gliadins zu Glutenin. 

Wir fiihren ein Beispiel aus den Daten unseres Laboratoriums an, 
welche von VM. J. Lischkewitsch erhalten worden sind. Nach der Methode 
von blish® wurde das Gliadin und Glutenin in aus verschiedenen Ge- 
genden der USSR. erhaltenen Weizensorten bestimmt. 


Tabelle II. 


Das Verhaltnis des Gliadins zu Glutenin im Korn des Winter- und Sommer- 
weizens. Aussaat des Jahres 1931. 





Bezirke der Aussaat Rayon der Union "Tats “ae 
OS PP ae Nord-Kaukasus 0,68 1.09 
OS Sere Nord-Kaukasus 0.76 1,04 
Nowo-Urensk ..... Untere Wolga 0,78 1,07 
OS a ren ae Sibirien 0,64 1,34 


In der Sommersorte des Weizens betrigt das Verhiltnis iiber 1,0, 
wahrend es in der Wintersorte im Mittel 0,7 erreicht; mit diesen Unter- 
schieden werden teilweise gewisse Anderungen der Backfahigkeit in 
Verbindung gebracht. 

Gerstensorten. Aus der reichhaltigen Brauereiliteratur ist bekannt, 
welche groBe Mannigfaltigkeit in chemischer Hinsicht die Gersten- 
sorten aufweisen, und iiber die Unterschiede der einzelnen Sorten 
kénnen wir aus unseren Versuchen ebenfalls Zahlen anfithren. An ein 
und demselben Ort besitzen wir Sorten mit bedeutenden Unterschieden 
im EiweifBgehalt. 

Tabelle Ill. 
Bezirk Krasnyi Kut, Rayon der mittleren Wolga. Sommergerste. Ernte 1926. 





este Eiweif 

0 { 
Grushewsky. ..... 11,65 
<i ae 12,57 
Rudolph Bathge TT. . . 15,59 
a a ee 16,07 


1 N.N. Iwanoff, Bull. of Applied Botany, Genetics and Plant Breiding 
21, Lief. 4, 1928/29. 
2 M.J. Blish, Cereal Chem. 7, 421, 1930. 
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Da wir wissen, welche groBe Bedeutung der Gehalt der Gerste an 
EiweiSstoffen fir das Brauereiwesen besitzt, so miissen wir diese Unter- 
schiede in den Sorten, die eine groBe praktische Bedeutung haben, 
wohl beachten. 

Aber die Sortenunterschiede sind nicht nur auf den allgemeinen 
EiweiBstoffgehalt beschrankt. Bishop! verdanken wir die Vervoll- 
kommnung der Bestimmungsmethodik einzelner EiweiBstoffe des 
Gerstenkornes, wie auch den Hinweis, daB einzelne Gerstensorten 
(sechs- und zweireihige) sich durch das Verhaltnis der einzelnen EiweiB- 
stoffe unterscheiden. Wir haben ebensolche Unterschiede in der Zu- 
sammensetzung des EiweiBes festgestellt. 


Tabelle IV. 


Unterschiede im Gehalt an Hordenin und Glutenin bei zweireihiger (Nr. 43) 
und sechsreihiger Gerste (Nr. 31). 





0 


©, Gesamtstickstoff ° 9 Hordenin , Glutenin 








Gegend Nordl. Ostl. dies pj it& 22. eee eee 
poe Linge Nr. 43 Nr. 31 Nr. 43 Nr.31 Nr.43 = Nr. 31 

Priladoga. . . . || 59°51’ | 31925’ || 2,26 2,07 38.7 255 322 39, 
Djetskoje Sselo . 59°45’ | 30°23’ 2.67 200 436 329 279 354 
Moskau... ._| 55°50’ | 37°33’ 2.59 209 442 304 305 37.6 
Poltawa ... . 49°35’ | 34°39’ 2.80 2,30 45.2 255 27.8 403 
Odessa. . . . . 46°29’ | 40°46’ 3.13 2.73) 416 33,7 32.5 38.8 
Mittel: — — — oe 42,77 296 30,0 38,2 


Trotz des groBen Unterschiedes im Gesamtgehalt der EiweiBstoffe 
enthielt die zweireihige Gerste Nr. 43 im Mittel 42,7 °,, Hordenin, wihrend 
die sechsreihige 29,6°,,, und das Glutenin stand im umgekehrten Ver- 
haltnis. Besonders scharf tritt der Unterschied im Verhaltnis des 
Hordenins zu Glutenin hervor: 


bei der zweireihigen . . . . 1,42 (42.7: 30,0) 
» »» Sechsreihigen. . . . 0,77 (29,6: 38,2) 


Soja. Bei Sojasorten (Soja hispida) finden sich auch groBe Unter- 
schiede in der Zusammensetzung des EiweiBes und des Ols. So ergibt sich 
z. B. aus den Analysen von M.J.Smirnowa an Soja aus Rostow am Don 
(1929): 

Tabelle V. 





— Ol Eiweif 
Sojasorte @ 0 
a 10 ace. 
Charbinsche Nr.118.. . . 19,68 45,5 
Ebony . a 6 13,40 52.0 





' L. Bishop, J. of Inst. of Brewing 34, 101, 1928; 35, 316, 1929; 36, 
336, 1930. 
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Melonen. Nach den Angaben unseres Laboratoriums, die von 
M. A. Kudrjawzewa erhalten wurden, besitzen die Melonen einen groBen 
Zuckergehalt. 


Soergibt der Sortentypus Kandaljak bei einzelnen Sorten (in Taschkent ): 


Tabelle VI. 





. Zucker 

Sorte 0 
ON So ee 5,20 
ke So 9,34 
Boswaldyi. . . . po 19.11 


Bei der Selektion der Sorten auf Zuckergehalt ist die Bedeutung 
dieser Zahlen vollstandig klar. 

Bedeutenden Schwankungen sind aber nicht nur EiweiBstoffe, 
Zucker und Ol unterworfen. Wir sind im Besitz vieler Daten iiber 
bedeutende Schwankungen im Gehalt an solchen Substanzen, wie 
atherische Ole, Vitamine und Alkaloide. 

Atherische Ole. Wir haben zwei Sorten Koriander auf Gehalt 
an atherischem ©] untersucht und erhielten fiir ein und denselben Ort, 
Kamennaia Step (Gouv. Woronesch), folgende Resultate. 


Tabelle VII. 





Menge &therischen Oles 


Herkunft der Sorte Erntejahr in %, des Trockengewichts 
iene oe bse 1926 O17) - ime 
1927 018 { ™ Mittel 0,175 
Kuban} (Nord-Kaukasus) 1926 1,21) . . 
1997 115; = Mittel 1,18 


Hier wurden unter ein und denselben Bedingungen starke Unter- 
schiede in der Menge atherischen Oles in zwei Fruchtsorten gefunden, 
die sich auBerlich wenig voneinander unterscheiden. 

Nach den Angaben von W. J. Nilow (Nikitscher Garten bei Jalta) 
ergaben die Lavendelsorten (Lavandula vera) Gehalt an atherischem 
Ol von 1 und 2,5°,, wobei dieselben an ein und demselben Ort in Jalta 
(Krim) geziichtet wurden. 

Vitamine. Unlangst hat Zilva! im Lister-Institut in London inter- 
essante Ergebnisse erzielt. Es ist ihm gelungen, wu zeigen, daB die 
englischen Apfelsorten sich bedeutend durch den Gehalt an dem anti- 
skorbutischen VitaminC unterscheiden. Manchmal unterscheiden 


1 Zilva u. Mitarbeiter, Biochem. J. 24, 82, 1930; 25, 138, 1931. 


IR* 
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sich die Apfel auBerlich gar nicht und sehr wenig nach der chemischen 
Zusammensetzung, aber um das Meerschweinchen vor Skorbut zu 
schiitzen, miissen verschiedene Apfelmengen genommen werden. 





Menge, die 


Apfelsorte Skorbut verhiitet 


- 


Bramley’s Seedling . . 3 
Cox’s Orange Pippin . 20 


In letzter Zeit hat Zilva' gezeigt, daB die Friichte des Mango- 
baumes in bedeutendem Grade Vitamin C enthalten; aber die drei Sorten 
derselben unterscheiden sich untereinander. Die Abart ,,Alphonso‘ 
ist reich an Vitamin C (doppelt soviel als Citrone), die Abart ,,Cawasji 
Patel besitzt halb soviel, und die ,,Shendrya“ enthalt sehr wenig. 

Alkaloide. Ein noch auffallenderes Beispiel fiir Schwankungen 
im Alkaloidgehalt mit der Sorte besitzen wir in der Lupine. Schon langst 
war bekannt, daB verschiedene Lupinen Alkaloide in verschiedenen 
Mengen, von 1,5 bis zu 0,1°%, enthalten. Unlangst wurden im Labora- 
torium von £. Baur aus alkaloidhaltigen Lupinen Samen von alkaloid- 
freien Lupinen gewonnen. Sengbusch? fand unter gelben Lupinen 
(Lupinus luteus) 0,78 und 0,029 und sogar 0,01°, Alkaloid. Es 
erwies sich, da8 die fast véllige Alkaloidfreiheit der Lupine als 
Erbmerkmal erscheint, wobei die Abwesenheit des Alkaloids augen- 
scheinlich die Funktion der Pflanze und den Eiwei$stoffgehalt in den 
Lupinensamen nicht beeinfluBt. In unserem Laboratorium haben wir 
mit M.I.Smirnowa*® die Methodik der qualitativen Reaktion auf 
Alkaloide in einem Korne, ohne dessen Keimfihigkeit zu beschadigen, 
benutzt; dadurch wurden ebenfalls Samen verschiedener Lupinen 
von 0,05 bis 0,07°, und weniger ausgesondert. In letzter Zeit erfahren 
wir, daB E. Baur selektionierten nicotinfreien Tabak und cumarin- 
freien Melilotenklee (Melilotus albus und officinalis) geziichtet hat‘. 

Diese neuen Tatsachen zeigen, daB diese Pflanzen ohne Alkaloide 
gut auskommen kénnen. Fiir uns ist es von Wichtigkeit, zu vermerken, 
da8 man sich nicht zwecks Charakterisierung der Pflanze nach den 
Alkaloiden auf chemische, mit zufalligem Material angestellte Analysen 
verlassen kann. 


E.0O. V. Perry u. S. S. Zilva, Empire Marketing Board, March. 1932. 
R. Sengbusch, Der Ziichter, Februar 1930; 3, 93, 1931. 
N. N. Iwanoff, Uber alkaloidfreie Lupine, Leningrad, 1932 (im 
Druck). 

4 Die Tatsache der Auffindung von Pflanzen ohne die fiir sie charak- 
teristischen Alkaloide veranlaBte uns, die Alkaloide als fiir die betreffenden 
Pflanzen unwesentliche Nebenprodukte anzusehen. 
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Uberhaupt erwies sich, daB wir, wenn wir von der Gesamt- 
bestimmung der Stoffe in der Samenmasse zum Gehalt derselben in 
einzelnen Samen, sogar von ein und derselben Sorte iibergehen, 
einen groBen Unterschied finden. Die individuellen Schwankungen 
im Olgehalt in einzelnen Samen erwiesen sich als sehr groB. In unserem 
Laboratorium wurde von A.J. Ermakoff eine Bestimmungsmethode 
des Ols in Samen und im Samenteil von 4 bis 5 mg Gewicht ausgearbeitet. 
Dieselbe griindet sich auf das von Jwatsuru! vorgeschlagene Prinzip, 
das darin besteht, daB die geringe Materialmenge durch ein Gemisch 
von Alkohol mit Ather extrahiert und das extrahierte Ol durch Chrom- 
siure oxydiert wird; durch Zuriicktitrieren der Chromsaure wird die 
Menge des enthaltenen und oxydierten Ols bestimmt. Ermakoff hat eine 
kleine Apparatur zum Zerreiben des Materials ausgearbeitet. Es war 
uns gelungen, zu zeigen, daB im Olgehalt der Leinsamen ein groBer 
Unterschied besteht, wie aus den angefiihrten Beispielen zu ersehen ist. 


Tabelle VIII. 





Gewicht eines 


Nummer einzelnen Samenkorns Ol 
der Leinsamen 0 

mg ( 

i 7,61 39.6 

2 5.64 47.3 

3 6.36 47,4 

4 7,96 40,0 

5 4,51 48,5 


Vermittelst obiger Methode ermittelten wir Schwankungen im 
Olgehalt von 33,5 bis 48,5°,, d. h. viel mehr, als bisher in der Literatur 
verzeichnet war. 

Mit Hilfe derselben Methode wurde das ©] in einem Samenkorn 
der Sonnenblume in einzelnen Schnitten, vom Keim angefangen, 
bestimmt; dabei wurden folgende Resultate erhalten. 


Tabelle IX. 





Nummer Von welcher Stelle der Schnitt Substanz Ol 
der Schnitte entnommen mg Oj 
1 Der Keim mit anhaftendem Gewebe 5,34 48,2 

2 » erste Querschnitt, 
vom Keim gezahlt 11,41 49.0 
3 . zweite Schnitt 13,62 49.1 
4 . adritte . ; — , 49.0 
5 . auBberste “a Se 5,45 48.0 


1 R. Iwatsuru, M. Morimoto u. M. Tamura, diese Zeitschr. 224, 437, 
1930; S. Katsura u. T. Hatakeyama, diese Zeitschr. 284, 456, 1931. 
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Die in einem Samen in verschiedenen Teilen gefundenen Unter- 
schiede waren nicht groB, aber in einzelnen Samen waren die Schwan- 
kungen bedeutend. 


Gegenwiartig wird die Samenziichtung durchgefiihrt; vorher wurde 
in einem Teile des Samens das (1 bestimmt, und dann wurden dieselben 
ausgesit, um die Ubertragung von chemischen Erbmerkmalen in der 
Nachkommenschaft zu verfolgen. Dies ist fiir Selektionszwecke in 
betreff des Olgehalts von groBer Bedeutung. 


Wir sehen, daB die Sortenunterschiede im Gehalt an chemischen 
Substanzen sehr groB sein kénnen; oft iiberragen dieselben die un- 
bedeutenden Unterschiede morphologischen Charakters derselben Sorten. 
Oft sind wir nicht imstande, nach 4uBeren Merkmalen iiber die chemische 
Zusammensetzung zu urteilen, daher ist es unmédglich, chemische 
Mittelwerte anzufiihren, ohne die Pflanzensorte anzugeben. 


Bisher hat die Pflanzenchemie in dieser Hinsicht noch wenig 
geleistet, aber es ist nétig, eine spezielle Pflanzenchemie zu schaffen, 
die nicht Pflanzen im allgemeinen, sondern deren bestimmte Sorten be- 


handelt. 


In betreff der feinen chemischen Unterschiede, die in einzelnen Sorten 
vorhanden sind, besitzen wir Angaben aus dem Laboratorium von Tadokoro}, 
welcher auf den spezifischen Charakter der EiweiSstoffe, Oryzenine, in 
verschiedenen Sorten des Reises hingewiesen hat. Tadokoro fand Unter- 
schiede in den Eiwei®stoffen bei zwei Reissorten, dem gewéhnlichen und 
glasartigen (common und glutinous rice). Der in 0,2°%, Lauge lésliche 
EiweiBSstoff-Glutenin, beim gewéhnlichen Reis x-Oryzenin genannt, besitzt 
einen isoelektrischen Punkt, naéher zum alkalischen Bereich; in demselben 
sind weniger COOH-Gruppen enthalten, und derselbe addiert weniger 
Silber bei Einwirkung von Silbernitrat als das /-Oryzenin des glasartigen 
Reises. «-Oryzenin zeigt eine viel héhere spezifische Drehung und wird 
viél schwerer in Aminosiuren durch das Ferment Pankreatin gespaltet. 
Das aus glasartigem Reis gewonnene /-Oryzenin ist reicher an Monoamino- 
siuren und Histidin und enthalt weniger Arginin und Lysin, wobei diese 
GesetzmaBigkeit in sieben Oryzeninmustern verschiedener Herkunft sich 
wiederholt. Von Interesse ist, daB Tadokoro? bei seinen weiteren Arbeiten 
Unterschiede in Sorten fiir gewohnlichen Reis vorfand; acht Reismuster, 
welche sich zur Sakebereitung eigneten, enthielten Oryzenin mit geringerem 
Aschengehalt, geringerem Schwefel- und Phosphorgehalt und zeigten eine 
geringere spezifische Drehung als bei dem aus acht fiir Sake nicht geeigneten 
Sorten hergestellten Material. 

Die chemischen Unterschiede dieser zwei Reisgruppen erwiesen sich als 
bedeutend, obwohl als Kriterium zur Auslese der Muster durch die Praxis 
festgestellte Merkmale dienten. : 


! Tetsutaro Tadokoro, Proc. of the Imper. Acad. (Tokyo) 2, 498, 1926. 
2 T. Tadokoro u. Mitarbeiter, J. Coll. Agric. Hokkaido Imp. Univers. 
16, 73, 1926. 
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Unlangst haben Kiesel, Nowikoff und Ssuchorukoff' Eiwei®stoffe, 
Gliadin und Glutenin, verschiedener reiner Weizenlinien untersucht und 
keine chemischen Reaktionen gefunden. 


Die Bestimmung der chemischen Sortenunterschiede 
in dynamischen Prozessen. 


Es existieren chemische Sortenunterschiede bei den Pflanzen, 
aber man muB verstehen, die Pflanze unter solche Bedingungen zu 
setzen, unter denen dieselbe ihre Individualitaét aufweisen kann. Es 
gibt Bedingungen, unter denen die Unterschiede in den Sorten ver- 
wischt werden; z. B. gibt das Trockenklima der Wolgagegend hoch- 
eiweiBhaltigen Weizen, wobei der EiweiBgehalt in einzelnen Sorten 
fast gleichbleibt. Aber es ware falsch, daraus den SchluB zu ziehen, 
daB diese Sorten iiberhaupt unveranderlich seien. Sie sind unter solche 
Bedingungen zu setzen, unter denen sie ihre Sortenunterschiede offen- 
baren kénnen. Tabelle X zeigt von uns ausgefiihrte EiweiBbestimmungen 
an Weizensorten. 











Tabelle X. 
Sorten - Nummer 
Gegend a niente 
52 53 54 56 58 70 
Djetskoje Sselo (bei Leningrad). . 124 11,5 15,7 | 128 146 122 
Saratow (mittlere Wolga) ... . 18,6 | 196 189 | 19,5 198 9.3 


In Saratow fand ein Ausgleich der Sortenunterschiede im Eiweib- 
gehalt statt, waihrend Djetskoje Sselo (bei Leningrad) bedeutende 
Unterschiede in den Sorten, 11,5 und 15,7°% EiweiB, ergab. Hieraus 
folgt, daB es nétig ist, solche Bedingungen zu schaffen, daB die Sorte 
ihre Individualitaét offenbaren kann. 

Bekanntlich enthalten die Wintersorten des Weizens und des 
Roggens wahrend des Keimens und wahrend der Winterperiode in den 
Blattern und Stengeln stark schwankende Mengen Zucker, speziell 
Saccharose. 


Priifung der Sorte in dynamischen Prozessen. Es ergab sich eine enge 
Verbindung dieser chemischen Unterschiede mit der Fahigkeit, die Winter- 
fréste zu iiberstehen. Die winterstabilen Sorten werden nach der Menge 
der in den Blattern gebildeten froststabilen Substanzen beurteilt, unter 
denen die Kohlenhydrate und besonders die reduzierenden Zuckerarten 
zweifellos eine bedeutende Rolle spielen. Dieses ist schon langst: aus den 
Arbeiten von Goworow (1923, 1930), A. Richter (1927), A. Ackerman 


1 4. Kiesel, Nowikoff u. Ssuchorukoff, Arbeiten aus dem Laboratorium 
fiir Untersuchung der EiweiSstoffe und des EiweiSstoffwechsels im Orga- 
nismus 1, 75, 1931 (russisch). 
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(1924, 1927) bekannt, aber es hat sich erwiesen, daB die Sorten unter 
besonderen Temperaturbedingungen zu priifen sind. Der Unterschied 
zwischen den Sorten im Zuckergehalt zeigt sich desto scharfer, je mehr die 
Temperatur sinkt. A. Akermann in Svaléf wahlte Weizensorten, die sich 
durch Winterfestigkeit auszeichneten und ermittelte zu verschiedenen 
Zeiten folgenden Zuckergehalt : 





Zucker in %, 


Sammet- Sonnen- Wilhelmina- 





Weizen Weizen Weizen 
12. November. . 44 2.8 2,1 
28. April . 2.31 231 2,30 


Hatte man die Sorten nur im April bei warmem Wetter gepriift, 
so ware kein Unterschied in denselben bemerkt worden, aber im No- 
vember bei Frost zeigten sich die individuellen Sonderheiten der Sorten. 

Hieraus ersehen wir, wie wichtig es ist, unter giinstigen auBeren 
Temperaturbedingungen (auch Feuchtigkeit) die Sorten zu_priifen, 
um Sortenunterschiede festzustellen. Aus den angefiihrten Daten 
ergibt sich der SchluB, daB die Sorten untereinander nicht im statischen 
Zustand, sondern wahrend der Entwicklungsdynamik zu vergleichen sind. 

Wir besitzen viele Beispiele, wo einzelne Sorten Vorratssubstanzen 
in Samen mit verschiedener Geschwindigkeit anhéufen; aber wir be- 
sitzen in letzter Zeit eine Reihe von Beweisen iiber Umgruppierung 
von EiweiBstoffen beim Aufbewahren. Was friiher unter dem Ausdruck 
des Erntenachreifens verstanden wurde, das kann jetzt in die chemische 
Sprache iibertragen werden. 


L. Bishop! hat gezeigt, daB bei 20 Monate langem Aufbewahren 
in, der Gerste folgende EinweiSstoffveranderungen stattgefunden 
hatten. 


In 1000 Kérnern waren 901 mg N enthalten. 





N N ] 
lislich in Salzen in Hordenin in Glutenin 


mg mg mg 
Am Anfang... 318 337 246 
Nach 20 Monaten . 294 317 290 


Die Umgruppierungen der EiweiBstoffe finden im Verlauf von 
Wochen und Monaten statt. Die Nachreifungsprozesse und die mit 


' L. Bishop, J. of Inst. of Brewing 36, 336, 1930; siehe ebenso S. Taka- 
hashi u. Kivoschi Shirahama, J. Facul. Agr. Hokkaido. Imp. Univ. 30, 
119, 1931. 
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diesem ProzeB verbundene Veranderung in der Quantitaét und Qualitat 
der Substanzen endigt nicht an der Mutterpflanze und dauert nach der 
Fruchtabscheidung fort. 


Nach unseren Untersuchungen zeigte eine Sorte Wassermelonen 
(Muraschka), die von der Pflanze getrennt und 21 Tage lang aufbewahrt 
wurde, folgende Anderung im Gehalt an Saccharose. 


SF. I i ew 322% 


31, Beptember . 0... 6 ess 0 0 « » £4 = 


Saccharose 


Bei weiterem Aufbewahren beobachteten wir eine Abnahme der 
Saccharose, wie auch der Summe der Zuckerarten. Es wird beim Auf- 
bewahren der Friichte und des Obstes die Menge der Vitamine ver- 
andert. So enthielt die Riibe, nach den Angaben von M. Hahn', im 
Herbst viel Antiskorbutvitamin: aber beim Aufbewahren bis zum 
Frihling war dieses Vitamin fast véllig verschwunden. 


Uberhaupt finden in den Friichten und Samen beim Aufbewahren 
bedeutende Verainderungen statt, und wir miissen verstehen, diese 
Veranderlichkeit in Betracht zu ziehen, denn sonst werden alle unsere 
Analysen einen zufalligen Charakter tragen, der an einem Material 
in einer bestimmten Phase der dynamischen Umwandlung gepriift 
wurde. 


Uber die geographische Verinderlichkeit der Pflanzen. 


Es ist langst bekannt, daB die klimatischen Verhaltnisse stark 
die Qualitat der Pflanzenproduktion beeinflussen. Erhalten wir aber 
z. B. der Qualitat nach verschiedene Weizenarten aus verschiedenen 
Landern, so sind wir oft ungewiB, ob dieser Unterschied in der chemischen 
Zusammensetzung dem EinfluB8 von klimatischen Verhaltnissen und 
nicht dem Umstand zuzuschreiben ist, daB wir hier verschiedene 
Rassen oder Sorten einer gegebenen Pflanze vor uns haben, welche, 
wie wir schon gesehen haben, sich in ihrer Zusammensetzung unter- 
scheiden, selbst wenn dieselben an ein und demselben Ort auf- 
gewachsen sind. 

Im Institut fiir angewandte Botanik sind von Prof. N. J. Vavilov 
systematische Versuche an gleichartigem, reinsortigem Material von 
Kulturpflanzen in 106 Gegenden der Sowjetunion wahrend 5 Jahren 
(1923 bis 1927) mit 33 verschiedenen Kulturpflanzen angestellt worden. 
Wir untersuchten in chemischer Hinsicht dieses reiche Material und 
zeigten die groBe Veranderlichkeit der Pflanzen in Abhangigkeit vom 
geographischen Faktor. 


1 M. Hahn, Volksernahrung 1931. 
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Wir beobachteten fiir ein und dieselbe Weizensorte!: 





Tabelle XI. 
, Eiweib 
Gegend a 
Priladoga-Station (bei Leningrad) . 12,76 
Odessa (Ukraine). 20,86 
Gorki (West USSR.) 12,39 
Tulun (Sibirien) . 20,51 


Bei der Analyse von Lupinensamen 


verschiedener Herkunft 


entdeckten wir in denselben bedeutende Schwankungen im Stick- 
stoffgehalt. Im Norden, in Krasnojarsk (Sibirien), fanden wir in 
den Samen der Lupine 3,96°, Stickstoff, in derselben Sorte in 
Nowotschartorischsk (Ukraine) 6,05°. Parallel mit dem Ansteigen 
des Gesamtstickstoffs beobachteten wir eine Zunahme der Gesamt- 
summe von Alkaloiden; die Lupinen, welche im Norden aufgewachsen 
und teilweise unreif waren, enthielten geringere Mengen Stickstoff 
und Alkaloid im Vergleich zu den in siidlicheren Gegenden geziichteten. 
Wir fiihren hier eine Reihe ausgewahlter Ergebnisse an. 


Tabelle XII. 


Der Gehalt an Stickstoff und Alkaloiden, ausgedriickt in Prozenten des 
Trockengewichts der Samen von blauer Lupine (Lupinus angustifolius). 





Gegend Nordl. Breite Ostl. Lange ” ae 
el eee 59° 52’ 31°25’ 3,90 0,62 
Krasnojarsk ..... 56°02’ 92° 45’ 3,96 0,94 
| re ae 50° 36°14’ 5,85 | 1,58 
Bjelaja Zerkow. . . . 49947’ 30°09" 5,45 1,50 
Primorskaja . . : 43°47’ 131°57’ 5,41 1,66 


In den Feldversuchen hat sich trotz der ganzen Kompliziertheit 
der Stickstoffaufnahme der Lupine, welche bald Knollen an den Wurzeln, 
bald gar keine enthalt, klar die Proportionalitaét zwischen der Menge 
des Gesamtstickstoffs und der Alkaloide herausgestellt. 


Wir hatten gezeigt, daB die Jodzahl der Leinéle sich bedeutend 
andert, nicht nur beim Vorschreiten vom Norden nach Siiden, worauf 
die vorliufigen Daten von S. L. Iwanoff (1915) und G. W. Pigulewski 
(1915) hinwiesen, sondern auch in dem Falle, wenn der Lein in héher 
gelegenen Gegenden gezogen wird. 


1 N.N.Iwanoff, Bull. of Appl. Botany. Genet. a. Plant-Breeding 
21, Lief. 4, 1928/29. 
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Ein und dieselbe Leinsorte ergab: 


Tabelle XIII. 





Gegend Jodzahl des Ols 
Petschora (Norden der USSR.). . . 192.7 
Pleskau a - ‘ ene: 193,0 
Nowgorod ‘ . a Ri 190.4 
ee eae ae ae 166,9 
Fergana (Turkestan) ....... 162,5 


Aber die siidlichen Berggegenden gaben wieder eine hohe Jodzahl: 
Bakurianyi (Héhe 1670m) ....... . 184,7 
Tschimgan ( ,, OPM 44. os 6 le bo Be 

Neben der groBen chemischen Veranderlichkeit beobachteten 

wir bei den Aussaaten in ganz verschiedenen Gebieten auch Fille 
von groBer Bestandigkeit in der chemischen Zusammensetzung, 
z. B. bei unseren gewéhnlichen Leguminosen: Erbsen, Linsen, 
Wicken und Stangenbohnen. Bei der Aussaat unter verschiedenen 
geographischen Bedingungen unterschieden sich die Samen dieser 
Pflanzen nach Starke, EiweiB, Cellulose und Fett fast gar nicht. Nach 
unseren Versuchen! ergab ein und dieselbe Erbsensorte folgenden 
EiweiBgehalt in Prozenten des Trockengewichts. 


Tabelle XIV. 





Eiweif 


Gegend ‘a 


Archangelsk (Norden der USSR.) . 
Moskau (Zentrum) . 


27, 

: bee ma 28, 

Ssaratow (mittlere W olga) Reg 27, 
ae 28, 

26 


Omsk (Sibirien) ee 
Wladiwostok (ferner Osten) 


2 
l 
8 
1 
9 

Wir brachten diese Bestandigkeit der Zusammensetzung mit dem 
Umstand in Zusammenhang, dai die Leguminosen in ihrer Stickstoff- 
nahrung unabhangig vom Boden sind, da dieselben den gebundenen 
Stickstoff von den in ihren Knollen lebenden Bakterien erhalten. 
Aber es erwies sich, daB die eine von den Kulturbohnenpflanzen, die 
sogenannte Kichererbse Nut (Cicer arietinum), starke Schwankungen 
in der chemischen Zusammensetzung zeigte. 


Tabelle XV. 





Eiweib 


Gegend ‘ 
Ssotschi (Schwarzes Meer)... . . 12,62 
Krassnyi Wodopad (Turkestan) . . 27,31 
Minussinsk (Sibirien) ....... 31,56 


1 N.N.Iwanoff, diese Zeitschr. 182, 88, 1927. 
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Es erwies sich, daB dieselbe in ihrer Zusammensetzung vom 
Bodenstickstoff abhangig ist, da dieselbe unter den Bedingungen der 
Union in den meisten Gegenden keine Knollen besa8, weil fiir ihre 
Kultur eine besondere Rasse Bacillus radicicola nétig ist, die in unserem 
Boden nicht vorkommt. Wir fanden Knollen an den Wurzeln der 
Kichererbse in Taschkent, und S.G. Rasumowskaja hat die Bakterien- 
reinkultur geziichtet, die wir an anderen Orten einimpften: dadurch 
erzielten wir eine Erntezunahme, wie auch eine Steigerung der EiweiB- 
menge in den Samen. 

Wenn ein und dieselbe Sorte Kichererbse 12,62 und 31,56°,, EiweiB 
ergibt, so geht hervor, daB von einer chemischen Zusammensetzung 
derselben ohne Bezugnahme auf die Bedingungen des Wachstums 
und der Herkunft keine Rede sein kann. 


Der Einflu6B der Zeit der Aussaat auf die chemische Zusammensetzung der 
Pflanze. 

Einen groBen EinfluB auf die chemische Zusammensetzung der Pflanze 
iibt die Zeit der Aussaat der Samen aus. Durch die friihe Aussaat 
verlangern wir die Vegetationsperiode, wir erméglichen der Pflanze 
eine gréBere Menge Feuchtigkeit zu erhalten, was derselben eine schnellere 
und reichlichere Entfaltung des Wurzel- und Assimilationssystems 
erméglicht. AuBerdem werden die einzelnen Entwicklungsphasen 
der Pflanze bei verschiedener Tagesdauer verlaufen, und wir wissen, 
welche groBe Bedeutung die photoperiodische Reaktion fiir die Pflanzen- 
entwicklung besitzt. Die Menge des gebundenen Stickstoffs im Boden 
erweist sich zu verschiedenen Vegetationsperioden auch verschieden. 
Alles dieses zusammengefaBt begiinstigt die Anhaiufung der einen Sub- 
stanz und die Hemmung der anderen. Zum SchluB haben wir eine 
bedeutende Veranderung in der chemischen Zusammensetzung der 
Pflanze je nach der Aussaatzeit. 

K. Renard' hat gezeigt, daB das verspitete Aussien der Gerste den 


EiweiBgehalt bedeutend erhéht, wie aus den angefiihrten Zahlen zu er- 
sehen ist. 





a Gewicht von - 
Zeit der —_ 1900 Kérnern Eiweif 


Sorte Aussaat 


mg F> 
Tschechoslowakei 20. Mai 43,1 14,94 
var. nutans 31. , 41,2 16,30 
europaeum Reg. l) 11. Jani 32,1 20,23 


Bei friiherer Aussaat der Gerste war weniger Eiwei8 und mehr Starke 
angehauft. 


1 K. Renard, Ber: d. Landwirtschaftsakademie in Gorki 4, 1, 1927 
(russisch). 
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In unserem Laboratorium hat A. Ermakoff eine bedeutende Ver- 
anderlichkeit in der chemischen Zusammensetzung bei Olpflanzen, 
speziell beim Lein, je nach der Aussaatzcit beobachtet. 


Tabelle XVI. 


Aussaat langfaserigen Leins, Sorte von Althausen. 





Ol auf Trocken- 
Samengewicht 


Zeit der Aussaat berechnet Jodzahl des Uls 
0 0 
Pee T's Se Se Ss 39,87 183,3 
OS ee ae oss 35,54 178,7 
ct. Wee a eee 36,46 172,1 


Die spate Aussaat vermindert den Olgehalt wie auch die Jodzahl 
des Ols. Hier ist von Wichtigkeit zu bemerken, daB die Werte der Jod- 
zahlen in ein und derselben Gegend von 172,1 bis zu 183,3 schwanken. 
Hieraus ist zu ersehen, wie auf vereinzelte Analysen ohne allseitige 
Beriicksichtigung der Bedingungen des Pflanzenwachstums und der 
Aussaattermine kein Wert zu legen ist. 


Der EinfluB der Feuchtigkeit auf die Zusammensetzung der Pflanzen, 


Fast niemals wird in ein und derselben Gegend in verschiedenen 
Jahren eine gleiche chemische Zusammensetzung erzielt: Die Ver- 
haltnisse der 4uBeren Faktoren der Warme und der Feuchtigkeit zeigen 
sich in bedeutendem MaBe. Uber diesen Gegenstand existiert eine um- 
fangreiche Literatur. Betreffs der Niederschlige finden wir 6fters 
eine Beziehung zwischen der Zunahme der Niederschlage und der 
Abnahme des EiweiBgehalts, wie Tabelle XVII zeigt [Werchnjatschsk 
(Siidwest USSR.)]. 

Tabelle XVII. 





Niederschlage 


Mai bis Juni Eiweibgehalt 


mm Vie 
1924 87,0 19,67 
1925 185,8 16,31 


In anderen Fallen beobachteten wir, daB die Jodzahl des Leindéls 
bei Zunahme der Feuchtigkeit wachst, und es gelang uns, die Jodzahl 
zu andern, indem wir in den Vegetationsversuchen die Bewasserungs- 
bedingungen anderten. 
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Tabelle XVIII. 





Feuchtigkeit 
in ©), der vollen 


Gegend Feuchtigkeits- Jodzahl des Ols 
kapazitat 
des Bodens 
eile ae | 30 181,8 
Djetskoje Sselo 45 187.0 
5 oe : { 30 167,8 
Kamennaia Step) 45 170.6 


Wie stark die Feuchtigkeit die chemische Zusammensetzung der 
Pflanzen beeinfluBt, dafiir kénnen wir noch ein Beispiel aus dem Versuch 
von W. W. Arassimowitsch in der Taschkentschen Abteilung unseres 
Laboratoriums anfiihren. Arachis hypogaea wurde ohne BegieBen 
und mit BegieBungen von verschiedener Kiirze geziichtet. 

Am SchluB wurden in den Arachissamen folgende Werte fiir 0] 
und EiweiB ermittelt. 





Versuchsbedingungen _ — 
Ohne BegieBben . . Se 30,61 47,16 
Mit 6 maligem Begieben. . 54,2 27,09 


Der erste Eindruck ist, als ob diese Daten zu verschiedenen Pflanzen 
gehéren, so groB ist der chemische Unterschied. In diesem Falle ist 
nur das sechsmalige BegieBen die Ursache einer solchen Veranderung. 


Wir sehen nun, wie plastisch die Pflanze ist und wie auBere Ein- 
fliisse auf deren Zusammensetzung einwirken kénnen. 

Wir haben einzelne Beispiele des Wassereinflusses auf die chemische 
Zusammensetzung der Pflanzen angefiihrt, aber wir wissen, daB ver- 
schiedene Dingungen, speziell stickstoffhaltige, auch die chemische 
Zusammensetzung der Pflanze andern. 

Aus den angefiihrten Beispielen sehen wir, wie groB die Anzahl 
der Faktoren ist, welche die chemische Zusammensetzung der Pflanze 
bedeutend andern kénnen. In einigen Fallen sind die Sortenunterschiede 
von gréBerer Bedeutung als die geographischen Faktoren, wie z. B. in 
unseren Beispielen iiber den Gehalt an atherischem ©] bei Pflanzen, 
in anderen Fallen tritt der geographische Faktor mehr in den Vorder- 
grund im Vergleich zur Sorte, wie z. B. in den Fallen mit Getreidesamen. 

Die Pflanze verandert sich in ihrer chemischen Zusammensetzung 
sowohl im Laufe der sich tiber sehr lange Zeitraume erstreckenden 
Evolution wie auch gegenwartig vor unseren Augen. Wir studieren 
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die inneren und auBeren Faktoren der Veranderlichkeit der Pflanze, 
um mit Hilfe derselben die Pflanze selbst zu beeinflussen und die Zu- 
sammensetzung derselben in der gewiinschten Richtung zu dndern. 
Wir haben in der Union die Aussaat der Pflanzen in denjenigen Rayons 
geplant, welche die beste Produktion garantieren und benutzen die- 
jenigen Sorten, welche die besten Resultate liefern. Zu diesem Zweck 
untersuchen wir, wieviel und in welchem Rayon Diinger und Wasser 
notig sind, um héchste Qualitaét zu erreichen. 


Zusammenfassung. 


Es erweist sich als nétig, eine spezielle Pflanzenchemie zu schaffen, 
in der nicht die Pflanzen im allgemeinen, sondern ihre bestimmten 
Rassen, Sorten und reinen Linien behandelt werden, da sich groBe 
Schwankungen der Pflanzensorten im Gehalt an Eiweibstoffen, Fetten, 
Kohlenhydraten, sowie Alkaloiden und Vitaminen zu erkennen geben. 

Will man den Unterschied in den Pflanzensorten auffinden, so 
muB man es verstehen, die Pflanzen unter solche Bedingungen zu 
setzen, da® sie ihre individuellen Unterschiede zeigen kénnen; wir 
miissen fiir dieselben die optimalen Bedingungen der Feuchtigkeit 
und der Temperatur herstellen. Wir miissen die Sorten in der Dynamik 
des Wachstums, des Reifens und die Aufbewahrung des Pflanzen- 
materials studieren, weil selbst nach dem Abtrennen von der Mutter- 
pflanze in den Friichten und Samen bedeutende chemische Um- 
gruppierungen der Substanzen stattfinden 

AuBerdem miissen wir den Herkunftsort des Pflanzenmaterials 
kennen sowie die klimatischen Bedingungen des Wachstumsjahres. 
Die Versuche weisen auf eine sehr bedeutende chemische Veranderlich- 
keit der aus verschiedenen Punkten erhaltenen Pflanzen hin. 

Die Aussaattermine der Pflanzen, die Menge des Wassers und des 
Diingers zeigen sich an der Quantitét und Qualitat der Pflanzenstoffe, 
der Samen und Friichte, so daB wir dieselben bei der chemischen Aus- 
wertung der Pflanzen in Betracht zu ziehen haben. 

Dies alles lehrt, daB jedes zu analysierende Pflanzenmaterial 
mit allen nétigen Angaben betreffs der Sorte, des Produktionsortes, der 
klimatischen und Bodenbedingungen des Wachstums, der Auf- 
bewahrungszeit usw. zu versehen ist. Anderenfalls wird die Analyse 
einen rein zufalligen Charakter tragen und kann nicht fiir eine vertiefte 
chemische Erkenntnis der Pflanzennatur dienen, die wir besitzen 
miissen, um die Pflanzennatur in der von uns gewiinschten Richtung 


zu verandern. 





Die Konzentrationswirkungskurve des Follikelhormons 
(Menformon). 


Von 
S. E. de Jongh, Ernst Laqueur und P. de Fremery. 


(Aus dem Pharmaco-therapeutischen Laboratorium der Universitat Amster- 
dam und dem Untersuchungslaboratorium der Gesellschaft Organon N. V. 
Oss.) 


(Eingegangen am 4. Juni 1932.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Die pharmakologische Erkenntnis eines neuen Stoffes ist erst voll- 
stindig, wenn man auch seine Konzentrationswirkungskurve (C WK.) 
einigermaBen kennt. Versuche, diese fiir das weibliche Follikelhormon 
(Menformon) festzustellen, haben keineswegs bisher gefehlt!. Indessen 
haben die verschiedenen Autoren unserer Meinung nach die wirklich 
erreichten Versuchsergebnisse nicht ausreichend mitgeteilt, so daB es 
schwer ist, zu beurteilen, ob die fatsdchlich mitgeteilte Kurve nicht zu 
stark idealisiert ist. Dazu kommt, daB die in der Literatur angegebenen 
Kurven als Wirkung nur eine einzelne Erscheinung genommen haben, 
z. B. die sogenannte Vollbrunst, wahrend es uns richtig erscheint, den 
EinfluB der Dosis auf verschiedene Wirkungen, wie sie sich bei der 
Umbildung der Scheide feststellen lassen, zu verfolgen. 


Nach unseren jetzt wohl in die 1/, Million gehenden Erfahrungen 
an Ausstrichen von Mausen lassen sich recht deutlich verschiedene 
Wirkungsgrade feststellen mit einer ziemlich scharfen Abgrenzung. 
Von solchen Wirkungsgraden haben wir schon seit Jahren (l.c.) in 


* Coward u. Burn, J. of Physiol. 63, 270, 1927; Laqueur u. de Jongh, 
J. of Pharm. and exp. Therap. 36, 1, 1929; Marrian u. Parkes, J. of Physiol. 
67, 389, 1929; Lipschitz, diese Zeitschr. 215, 222, 1929; 218, 247, 1929; 
Gustavson u. d’ Amour, J. of Pharm. 40, 473, 1930. 











— —_ - =| ©. 


mw 


on a“ 


aj & 


_ 


on ams OD [~~] 


-_ 


— 


a, = Ho — DD 


a ea, 

















8S. E. de Jongh usw.: Konzentrationswirkungskurve usw. 449 


der Hauptsache acht unterschieden, entsprechend den verschiedenen 
mikroskopischen Befunden der Ausstrichpriaparate und dabei statt der 
urspriinglich hierfiir gewahlten Zeichen in dem letzten Jahre kleine 
Buchstaben, a bis h, gewahlit. Es sind dies die folgenden: 


1. mehr als zwei Drittel vom Zellmaterial Leucocyten. . . . — =a 
2. weniger als zwei Drittel vom Zellmaterial Leucocyten und der 

Rest iiberwiegend kernhaltige Epithelien. . . . . -£ =b 
3. weniger als zwei Drittel vom Zellmaterial Leucocyten — din 

Rest iiberwiegend kernlose Epithelien . . . . ° ; -S =c 
4. weniger als ein Drittel Leucocyten, der Rest Geewtennd 

eemione Tit... «2.5 s 60 0 ee ete wn on « ~SEmd 
5. Epithelien tiberwiegend kernhaltig A- =e 
6. Epithelien tiberwiegend kernlos | ohne, d.i. mit + =f 
7. Epithelien praktisch vollkommen weniger als 5°, ++ =g 

kernlos, d.h. < 5°, kernhaltig | Leucocyten 
8. das ganze Epithel kernlos ++-=h 


Es gibt in der Praxis fant keine she, ohne jeden Leucocyten 
(ausgedriickt durch [+], +, » ++ = el, fl, g! und h/), ebenso wenig wie 
auch ohne jede kernhaltige Epithelzelle, also praktisch kommt darum 
auch das Zeichen h nicht vor. 


Entsprechend unserer friiheren und bei uns iiblichen Bezeichnung 
bedeutet: a negativ, also Fehlen jeder Wirksamkeit, b, c, d geben eine 
solche an, aber sind noch nicht positiv, e bis h bedeuten positiv. Mit 
Hilfe der hier genannten ,,Wirkungsgrade als Ausdruck der ver- 
schiedenen Verainderungen bezeichnen wir als ,,Wirkung einer be- 
stimmten Dosis das Maximum der Verinderung, das in der Beob- 
achtungszeit erreicht ist, ohne Riicksicht auf die Dauer der Verainderung. 

Beim Vergleich der ,,Wirkung“ bei zwei Tieren gilt als héher die 
bei dem Tiere, bei dem das Maximum der angegebenen Wirkung gerade 
héher ist als beim anderen Tiere, also auch dann, wenn es im iibrigen 
niedrigere Wirkungsgrade als das andere aufweist. Z.B. ist die 
,,Wirkung“ bei einer Maus X gréBer als bei Maus Y, wenn X die Buch- 
staben a, b, e, c, a erhalten hat, Y aber a, b, d, d, c. DaB wir die hier 
beschriebenen Verainderungen quantitativ bewerten, in der hier an- 
gegebenen Folge also c den gréBeren Wirkungsgrad als b nennen usw., 
bedarf in der Hauptsache kaum einer Erklarung und ist ohne weiteres 
deutlich. Jedoch kommen wir weiter unten darauf zuriick. 

Auf diese Weise wird also die ,,Wirkung‘‘ (= das Maximum) fiir 
jede Maus bei den verschiedenen Dosierungen festgelegt, und es laBt 
sich je eine Kurve gewinnen aus den Tieren, die bei den verschiedenen 
Dosierungen als Maximum das Zeichen g bekommen haben, aus denen, 
welche als Maximum wenigstens das Zeichen /, wenigstens e usw. erhalten 
haben; also sechs verschiedene CWK. g bis 5. 
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Sprechen wir also hier von CWK., so geschieht dies nicht in 
ganz gewohnlichem Sinne. Es wird namlich hierbei die GréBe der 
Wirkungen nicht ausgedriickt durch die mehr oder weniger groBen 
biologischen Verdnderungen bei ein und demselben Tiere, oder bei ver- 
schiedenen, untereinander vergleichbaren Tieren, sondern es wird die 
GréBe der Wirkung wiedergegeben durch die mehr oder weniger grofie 
Zahl (prozentual) vergleichbarer Tiere, welche denselben Effekt zeigen. 

Es ist dies dasselbe Verfahren, wie wenn man z. B. die Giftigkeit 
verschiedener Dosen eines Giftes ausdriickt; die Zahl der Todesfille 
nimmt mit steigender Giftdosis zu, und diese Zahl wird als Ausdruck 
der GréBe der Wirkung benutzt. Also auch hier wird nicht eine 
Variation der biologischen Verinderungen gebraucht, da man nicht 
mehr als sterben kann, sondern auf diese statistische Weise wird die 
Starke der Wirkung gemessen. 

Die Feststellung solcher Konzentrationswirkungskurven haben nicht 
nur ein rein theoretisches, manche wiirden sagen spielerisches Inter- 
esse, sondern sie geben die Grundlage fiir eine relativ exakte Eichung. 
Das Bediirfnis hierzu ist auch heute noch vorhanden, seit man den 
sogenannten reinen Stoff kennt, da man bei der Kleinheit der wirk- 
samen Dosis die biologische Standardisierung nicht entbehren kann. 

Diesen endgiiltigen CWK. liegen etwa 1200 Einzelergebnisse 
als Resultat von etwa 3600 Injektionen an 1200 Tieren und von der 
wenigstens zweimaligen Durchsicht und Beurteilung von 6000 gefarbten 
Ausstrichpraparaten zugrunde. 


Wir gingen in folgender Weise vor: 


Eine Lésung von Menformon, | Einh. = 0,001 mg, wurde als Standard- 
praparat benutzt und in sechs verschiedenen Konzentrationen verwendet, 
und zwar so, daB in 0,3 cem 6éliger Lésung enthalten sind: 0,25, 0,5, 0,75, 
1,0; 1,25 und 1,5 Einh. (ME.) Die Eichung war vorher in iiblicher Weise 
ausgefiihrt an kastrierten Mausen, wobei die an vierter Stelle genannte 
Dosis (1,0) die kleinste Menge enthalt, die imstande war, bei mehr als zwei 
Drittel der benutzten Tiere praktisch die Leucocyten aus dem Ausstrich- 
praparat verschwinden zu lassen, und von dem iibrigen Drittel die meisten 
Tiere auch deutliche Zeichen der Wirkung erkennen lieBen?. 


Mit jeder der genannten Verdiinnungen wurden in Amsterdam je 
13 Mause, in Oss etwa 20 Mause (kastrierte) benutzt, und zwar wurden 
sie in der bei uns tiblichen Weise mit je 0,1 cem dreimal innerhalb 
24 Stunden eingespritzt. Die Tiere wurden jeden Morgen und auBerdem 


1 Die Versuche liegen schon langere Zeit zuriick, als wir noch nicht 
iiber geniigend groBe Mengen ganz reinen Follikelhormons (Menformon 
kristallisat.) verfiigten. Indessen haben wir nach bestimmten Erfahrungen 
den Eindruck, da8 sich durch dessen Verwendung nichts Wesentliches 
verschieben wiirde. 
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am dritten Abend nach der ersten Einspritzung ausgestrichen. 
Jeder Ausstrich wurde von zwei voneinander unabhingigen Beob- 
achtern gesehen, und die Beurteilung mittels der oben erklirten Buch- 
staben in zwei getrennte Listen eingetragen. 


Zeigen die Beurteilungen in den beiden Listen Differenzen, so gibt 
ein dritter Beobachter den Endentscheid. Als ,,Ergebnis*' (= Wirkung) 
des Versuchs (= der dreimaligen Einspritzung je eines Drittels der be- 
treffenden Dosis) fiir die einzelne Maus wird die héchste innerhalb 72 Stunden 
gegebene Beurteilung bezeichnet; diese ist also das Resultat von 
mindestens zweimaligen Durchsichten von 5 mikroskopischen Praparaten. 
Die originalen Versuchsprotokolle fiir jeden einzelnen Versuch umfassen 
also stets nur einen Buchstaben, der einen bestimmten Grad der Wirkung 
bezeichnet. 


Durch Anordnung dieser Ergebnisse in Tabellenform wird auch 
dem Leser méglich, die fiir die sieben verschiedenen Versuchsreihen 
in Amsterdam erhaltenen Ergebnisse zu iibersehen. Unter Versuchs- 
reihe ist die Einspritzung von allen sechs Konzentrationen an je 
13 Tieren verstanden. 


Da es uns auf das Gesamtmaterial, von wenigstens einer Stelle, 
ankommt, lieB sich keine kiirzere Form als diese recht langen Tabellen 
finden. Wir sehen dabei von einer genaueren Wiedergabe der Ergebnisse 
des Laboratoriums von Organon ab, da diese grundsatzlich dasselbe 
zeigen; wohl benutzten wir sie fiir das Gesamtergebnis und kommen 
noch an einzelnen Stellen darauf zuriick. 


Die Tabelle ist in sechs horizontale (I bis VI) und, abgesehen von den 
zwei ersten Stében, in drei vertikale, groBe Abschnitte (A bis C) geteilt. 
Jeder der sechs horizontalen Abschnitte gibt die Ergebnisse wieder, mit 
je einer der sechs Konzentrationen Menformon, und zwar auf folgende 
Weise: 

Im Stab 1 sind angegeben die Nummern der Versuchsreihen | bis 7, 
im Stab 2 die Anzahl der Tiere, die mit dieser Konzentration eingespritzt 
wurden, sofern sie nicht krank wurden und wahrend des Versuchs starben. 

Der vertikale Abschnitt A enthalt die Stabe 3 bis 9, worin die Zahl 
der Tiere angegeben ist, welche die Stadien, ausgedriickt in den Buch- 
staben a bis g, maximal erreicht haben. Die Stabe 10 bis 15 des Abschnittes B 
sind durch Berechnung aus den in den Staben 3 bis 9 wiedergegebenen 
Zahlen erhalten. In den mit 6 bis g bezeichneten Staben 10 bis 15 ist 
namlich angegeben die Zahl der Tiere, welche mindestens eines der durch die 
Buchstaben 6 bis g ausgedriickten Stadien als Maximum erreicht haben. 
Unter z. B. >e stehen alle Tiere, welche mindestens e, also auch die, welche / 
und g erreicht haben. Diese Zusammenstellung ist berechtigt und sinnvoll, 
da tatsaéchlich die Stadien in der alphabetischen Reihenfolge an Wert zu- 
nehmen, d. h. also ein Tier, welches das Stadium f erreicht hat, eine gréBere 
Wirkung ausdriickt, als wenn es nur eines der Zeichen a bis € erreicht hatte 
(8. spater). Haben z. B., wie im horizontalen Abschnitt ITI, welcher alle 
Ergebnisse mit der Konzentration 3 zusammenfaBt, von den elf Tieren aus 
der ersten Versuchsreihe eins das Zeichen /, drei Tiere das Zeichen ¢, eins d, 
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vier c, eins 6 erreicht und war ein Tier nicht iiber a gekommen, so haben 
also vier Tiere, wie in Stab 13 angegeben >e (namlich drei e und eins /) 
erreicht, fiinf ein Zeichen >d, wie im Stab 12 angegeben, némlich eins d, 
zu denen noch die vier vom Stabe 13 kommen usw. 

Die folgenden Stabe 16 bis 21 im vertikalen Abschnitt C enthalten 
auch Stabe, >b bis g iiberschrieben, in denen in analoger Weise wie 
in Abschnitt B nun nicht die absolute, sondern die prozentuale An- 
zah] der Tiere angegeben ist, welche eines der genannten Stadien iiber- 
schritten haben. 

Dieser Prozentsatz hat fiir die Versuche aus der einzelnen Versuchsreihe 
wenig Wert, da ja die Gesamtzahl der Tiere mit der einen Konzentration 
in der einzelnen Versuchsreihe klein ist (meistens 13), jedoch mit jeder 
weiteren Versuchsreihe, also mit jeder Zeile in der Tabelle mehr, wird durch 
Zusammenfiigung der einzelnen Versuchsreihen die Zahl gréBer und die 
Berechnung eines Prozentsatzes berechtigter. Nur um die allmahliche 
Stabilisierung der prozentualen Resultate zum Ausdruck zu_bringen, 
mute man auch die Ergebnisse der ersten Versuchsreihen in prozentualer 
Form wiedergeben. Wie bereits erwahnt, haben die verschiedenen Zeilen 
der Tabelle Bedeutung fiir die aufeinanderfolgenden Versuche. Ein wenig 
einspringend ist dann in der Tabelle jedesmal das Gesamtresultat angegeben, 
das sich nach jeder neuen Versuchsreihe durch Addition der entsprechenden 
Ergebnisse aus den verschiedenen Versuchsreihen ergibt. In den Staben 16 
bis 21 sind dies nur jedesmal die Mittelzahlen von den vorher fiir den Versuch 
berechneten Haufigkeitsprozenten. 

Da die Zahl der Versuchstiere nicht bei jeder Versuchsreihe infolge 
Krankheit oder Tod einzelner Tiere die gleiche war, kénnen die fiir die 
Summen von Versuchen erreichten berechneten Prozente nicht immer 
mit den arithmetischen Mitteln der Prozentzahlen eines Stabes iiberein- 
stimmen; diese arithmetischen Mittel sind aber angegeben. 

Nur um Raum zu sparen, sind diese fiir jede Summe berechneten 
Prozentzahlen nicht besonders angegeben, da die Zahlen der unteren 
Zeilen jedes der sechs horizontalen Abschnitte von den als arithmetische 
Mittel gefundenen Zahlen nicht mehr als um etwa !/,°, abweichen. Daraus 
ist zu schlieBen, daB schlieBlich die Zahl der Versuchstiere so groB war, 
daB die an verschiedenen Versuchstagen ausgefallenen Tiere das Endergebnis 
nicht mehr beeinfluBt haben. Dieser Befund gibt gleichzeitig eine gewisse 
Sicherheit von der Richtigkeit der Untersuchung, in dem Sinne, daB nach 
diesen sieben Versuchsreihen eine weitere Fortsetzung wenig Sinn hatte, da 
sich das Gesamtergebnis dann kawm mehr dndern kénnte. 


Aus dem in Tabelle I wiedergegebenen Material laBt sich natiirlich, 
wie bereits gesagt, fiir jede der genannten Wirkungen eine CWK. 
aufstellen; zu verfolgen, wie sie sich im einzelnen mit jeder weiteren 
Versuchsreihe verandert, wiirde sehr vie] Raum erfordern. Wir wollen 
darum nur die Kurve fiir die Wirkung e sich aus den einzelnen 
Versuchsreihen im genaueren entwickeln lassen. Sie hat ein besonderes 
Interesse, weil hiermit die Kurve fir die fiir uns seit vielen Jahren als 
Positivitétsgrenze bezeichnete Reaktion wiedergegeben wird. Durch 
Abb. 1 bis 6 erhalt man eine deutliche Ubersicht iiber die hierauf 
beziiglichen Versuchsergebnisse. 
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Alle sechs Abbildungen sind die Wiedergabe von den durch gerade 
Linien verbundenen Punkten in Diagrammen (vertikal die Prozente 
der sogenannten ,,positiven‘‘ Tiere, horizontal die Konzentrationen, 
ohne irgendwelche theoretische Idealisierung. Die diinne Linie in 
Abb. 1 ist das Ergebnis der ersten Versuchsreihe, wobei natiirlich die 
Tiere nur unter dem einen Gesichtspunkte betrachtet sind, ob sie das 
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Zeichen e verdienen, d. h. ein Ausstrichpraparat praktisch ohne Leuco- 
cyten erhalten haben oder nicht. Die kleine Erhebung bei Dosis 1, nur 
durch ein Versuchstier hervorgebracht, ist kaum von Bedeutung. 
Diese Kurve sieht ,,sehr wahrscheinlich’‘ aus. Um Platz zu sparen, ist 
nicht das Ergebnis der zweiten Versuchsreihe gesondert gezeichnet, 
sondern durch die dicke Linie wird sogleich das gemeinschaftliche 
Ergebnis fiir die ersten zwei Versuchsreihen zusammen wiedergegeben. 
Man sieht, daB die Kurve nach Verdoppelung der Anzahl der Versuchs- 
tiere nicht besser wird. Die Ecke bei Dosis 2 ist geblieben, die Punkte 
fiir Dosis 3 und 4 sind aber soweit verschoben, daB man ohne weiteres 
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sieht, daB dieses Ergebnis fiir diese Konzentrationen in der zweiten 
Versuchsreihe absurd gewesen sein mu, das will sagen, in dieser Reihe 
haben mit der schwacheren Konzentration viel mehr Tiere positiv 
reagiert als mit der starkeren. 

Abb. 2 wiederholt in der diinnen Linie nochmals die in Abb. 1 
dargestellte dicke Linie (Summe der ersten zwei Versuchsreihen), und 
die dicke Linie ist die Veranderung, die durch die dritte Versuchs- 
reihe zustande gekommen ist. Diese ist ausschlieBlich von korrek- 
tiver Art. 

Abb. 3 gibt wieder in der diinnen Linie eine Wiederholung der 
dicken von Abb. 2, somit der ersten drei Versuchsreihen, die dicke 
Linie die Verénderung durch die vierte Versuchsreihe. Die Korrektionen 
vollenden sich nun zu einer schénen Kurve. Dieses schéne, schon nach 
vier Versuchen erhaltene Resultat, einschlieBlich der unschénen zweiten 
Versuchsreihe, darf als deutliche Warnung dienen, etwa _ willkiirlich 
Versuchsergebnisse auf Grund eines unerwarteten Ergebnisses fort- 
zulassen, weil das Ergebnis so erstaunlich ist, daB man Versuchsfehler 
annimmt, etwa falsche Verdiinnungen und dergleichen. 

Wir diirfen erinnern, daB solche UnregelmaBigkeiten, erklart durch 
interindividuelle Unterschiede, genau so beim Insulin gefunden wurden, 
aber sich gleichzeitig ergab, daB diese Unterschiede sich bei geniigender 
Anzahl von Versuchen ausgleichen. 

Betrachten wir nun noch die folgenden Abbildungen, so sehen wir, 
daB an dem Kurvenverlauf durch weitere Versuche nicht viel mehr 
geindert wird, wohl etwas an der absoluten Lage der einzelnen Punkte; 
augenscheinlich ist die fiinfte Versuchsreihe in einer Periode, worin 
die Mause sehr wenig empfindlich waren, wihrend gerade die sechste 
Versuchsreihe das umgekehrte zeigt, als die Tiere recht empfindlich 
waren. Dadurch wird die Gesamtkurve durch die Ergebnisse dieser 
beiden Versuche ohne Veranderung des S-formigen Charakters einerseits 
etwas nach oben, andererseits etwas nach unten verschoben (s. spiter, 
warum kein Ausgleich statthat). 

Die siebente Versuchsreihe verandert nun nicht mehr viel, so dab 
wir glauben, unsere Versuche damit abschlieBen zu kénnen, und diese, 
also fiir die Wirkung durch das Zeichen e ausgedriickt, berechnete 
Kurve als eine Standardkurve ansehen zu kénnen. Dasselbe gilt auch 
fiir die hier nicht im einzelnen entwickelten, sondern nur als Gesamt- 
ergebnis gezeichneten Kurven fiir die anderen Zeichen (s. Abb. 7, am 
Ende der Arbeit). 

In der Hauptsache besteht auch hierzu alle Veranlassung, denn 
jeder Punkt in jeder der nach sieben Versuchsreihen entstandenen 
Kurven (auch von den fiir die Zeichen 6, c, d, f und g, hier nicht wieder- 
gegeben) bedeutet die Prozentzahl aller Tiere, die eine bestimmte 
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Reaktion auf eine bestimmte Dosis Menformon an_ verschiedenen, 
durch Wochen getrennten, Tagen gezeigt haben. 

Bei naherer Betrachtung hat aber doch noch eine gewisse Fehler- 
quelle darin gelegen, daB an bestimmten Tagen die Tiere eine besondere 
Empfindlichkeit bzw. Unempfindlichkeit zeigen, sich also in gewissem 
Sinne ,,zw positiv’ oder ,,zu negativ’’ verhalten. Solche Tage werden 
in einem gewissen Laboratoriumsjargon kurz als_,,positive’’ bzw. 
, negative bezeichnet. 

Auch wenn solche Tage bzw. die zu starke oder zu schwache Emp- 
findlichkeit gleichmaBig verteilt waren, wiirde bei der hier gewahlten 
Darstellung der CWK. kein volliger Ausgleich stattfinden, denn der 
EinfluB der .,positiven‘’ Tage muB sich mehr im unteren Teile der 
Kurve, d. h. auf die unter 50°, gelegenen Zahlen geltend machen, der 
EinfluB der ,,negativen’‘ mehr auf den oberen Teil der Kurve. 

Reagieren z. B. mit der Dosis 3 in einer ,,positiven‘*‘ Versuchsreihe 
statt 30 60°), so ist das eine sehr starke Veranderung der Kurve im unteren 
Teil. Wenn aber durch die gréBere Empfindlichkeit mit der Dosis 6 statt 
wie normal 80 nun 90°, reagieren, so bringt dies eine geringe Verschiebung 
im oberen Teil zustande. 

Umgekehrt liegt es an ,,negativen** Tagen. Mit der Dosis 3 werden z. B. 
statt 30 nur 20°, reagieren, eine ganz kleine Verschiebung, aber mit 
der Dosis 6 statt 80°, z. B. nur 50%), eine groBe Veranderung. 

Die in unserer fiinften Versuchsreihe konstatierte ziemlich geringe, 
bei der sechsten ziemlich hohe Empfindlichkeit, heben sich also bei 
Zusammenfiigung aller sieben Versuchsreihen nicht auf, selbst dann nicht, 
wenn die ,,Negativitét** und ,,Positivitat’* gleich gro® ware, und dadurch 
wird die Endkurve aus allen Versuchsreihen in ihrem oberen ,,rechten* 
Teil nach unten und in ihrem unteren ,,linken** Teil nach oben verschoben. 


Diese Uberlegung la8t eine Korrektur der Kurve berechtigt er- 
scheinen. Sie ist auf folgende Weise zu gewinnen: 

Die als Prozente berechneten Resultate aus Ergebnissen der 
ersten bis vierten und siebenten Versuchsreihe (also zunachst unter 
Weglassung der beiden abnormen fiinften und sechsten Versuchsreihen) 
wurden in Tabelle II (in der Zeile s) iiber die bereits erwahnten Resultate 
von allen Versuchsreihen 1 bis 7 (in der Zeile S) gestellt. In beiden Fallen 
sind nicht die arithmetischen Mittel der Prozentzahlen der einzelnen 
Versuchsreihen, sondern die wirklich berechneten Prozentzahlen nach 
den gesamten, zur wirklichen Verwendung benutzten Tieren angegeben. 

Die bei dieser Zusammenstellung in den Zeilen s und S zutage 
tretenden Differenzen benutzten wir zur Korrektur der Zahlen fiir die 
endgiltige Kurve in dem Sinne, da8 wir bei Zahlen tber 50% als 
richtige die kleinere, und bei Zahlen unter 50%, die gréBere als , richtig“ 
anerkannten. Die Tabelle II ist dann ohne weiteres verstiandlich. 


Eine Wiedergabe der sich aus diesen korrigierten Zahlen ergebenden 
Kurve fiir die Amsterdamer Versuche findet sich am Ende unsérer 
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Tabelle Il. 














Dosis || In Summe der %o eal = nossa 
! Versuchsreihen >b >c >d >e >f >¢ >>) >e >d >e >f >9 
1 | 1,2,3,4,7=8 50 26 1138 | 5 | 1,5) 0 
1,2,3,4,5,6,7=S 52 265115 4525 0 52 26 (11,5 4,5 1,5) 0 
2 | 1,2,3,4,7=8 78 56 34517 8 O 
1,2,3,4,5,6,7=S | 88 [57 |389 |22 |11 | 0 | 83 57 |34,517 | 8 | 0 
8 | 1,2,3,4,7=8 95 87 69,550 29 | 95 
1,2,3,4,5,6,7=S | 95,587 |'70 49 29 | 8 | 95587 70 49 (29 | 8 
4 | 1,2,3,4,7=e 97 93,584 69.547 14,5 
1,2,3,4,5,6,.7=S 96,594,583 65 43 12,5 97 94584 69543 12.5 
5 | 1,2,3,4,7= 100 97 90,5 76,5 54,5 12,5 
1,2,3,4,5,6,7=S 99 (93 (87,570,553,516 100 97 90,5 76,554,512.5 
6 | 1,2,3,4,7=8 98 92 89 84 55,5 20,5 
1,2,3,4,5,6,.7=S 99 93 87,577,551 17 99 93 89 84 55,517 


Mitteilung. In dieser Abb. 7 sind auch die Kurven gezeichnet, wie sie 
sich allein aus den Versuchen im Organonlaboratorium ergeben haben 
und schlieBlich die CWK. aus der Summe aller Versuche, worauf 
wir nochmals kurz zuriickkommen. 

Wir haben hier nach unserer Meinung von berechtigten Korrek- 
turen der Zahlen gesprochen, da bestimmte Fehler durch die Art der 
Darstellung des CW.-Verhaltnisses entstehen. 

Hier sei nur noch eine besondere Kontrolle erwaihnt, wie wir in 
diesem Falle Fehler bei der Wiedergabe der Wirkung zu vermindern 
versucht haben. 

Die bei uns iibliche Methode, die verschiedenen Wirkungen durch 
verschiedene Zeichen auszudriicken, haben wir oben kurz besprochen. 
Durch die Durchsicht der mikroskopischen Praiparate von zwei von- 
einander unabhangigen Beurteilern und durch die Feststellung des 
Endurteils bei etwaigen Abweichungen durch einen dritten wird die 
Subjektivitat des Urteils vermindert. 

In diesem Falle haben wir aber noch die Praparate, bei denen nicht 
véllige Ubereinstimmung bestanden hat, auch dem anderen Labora- 
torium zugeschickt. Ohne genau die dadurch erhaltenen Zahlen an- 
zugeben sei hier bemerkt, daB sich praktisch fiir die daraus gewonnene 
Kurve kaum in Betracht kommende Differenzen ergeben haben. 

Im allgemeinen ist die Interpretation im Organonlaboratorium sozu- 
sagen ,,zu negativ’* oder, wenn man will, ,,scharfer“, und dadurch kommt 
eine leichte Verschiebung der Kurven nach unten vor. Im _ besonderen 
gilt dies beim héchsten Zeichen. Es wird also in Oss weniger g gegeben als 
in Amsterdam. 


‘ 


Auch wer in diesen Eichungen nicht ganz «u Hause ist, muB 
eigentlich immer wieder iiberrascht sein, wie eine subjektive ,,Be- 


460 8S. E. de Jongh, E. Laqueur u. P. de Fremery: 


wertung’’ von verschiedenen Menschen doch zu solch weitgehender 
Ubereinstimmung fiihrt; und andererseits wird selbstverstandlich sein, 
da8B man in Grenzfaillen nach Durchsicht vieler Gesichtsfelder an der 
einen Untersuchungsstelle noch weniger als 5°, kernhaltige Epithel- 
zellen zu sehen meint und darum das Zeichen g gibt, an anderer Stelle 
aber mehr als 5°, annimmt, und um recht sicher zu sein, lieber nur das 
Zeichen { gibt; dasselbe gilt fiir die Grenzfille, ob wirklich noch keine 
5°, Leucocyten oder doch noch etwas mehr gesehen werden. — 

Ein wesentlicher Punkt, der bisher eigentlich als unbewiesene 
Voraussetzung gelten muB, mit dem unsere Darstellung der CWK. steht 
und fallt, ist folgender: 

Es ist zugrunde gelegt, daB die biologischen Veranderungen, aus- 
gedriickt durch die Buchstaben in der Folge des Alphabets, zunehmen, 
also daB die Verainderung, angegeben durch 6, kleiner als die von c ist usw. 

LaBt sich die Richtigkeit der Voraussetzung beweisen? Dab die 
einzelnen Buchstaben, die das Bild des Ausstriches angeben, in Reihen- 
folge des Alphabets gréBeren Veranderungen entsprechen, ist im wesent- 
lichen deutlich, wenn man die Veranderungen des Ausstriches, z. B. 
wahrend der spontanen Brunst, ebenfalls durch die Buchstaben wieder- 
gegeben, mit den entsprechenden histologischen Bildern der Scheide 
vergleicht. Zur Zeit des dicksten Epithels und der gréBten Hornlage 
erscheinen die Ausstriche wiedergegeben durch g, und die geringeren 
Verinderungen lassen sich durch die anderen Buchstaben in ihrer 
Reihenfolge ohne jeden Zwang zuordnen. Zweifel bestehen eigentlich 
allein hinsichtlich des Verhaltnisses der Wirkungsgrade, wie sie durch 
die Bezeichnungen e und d ausgedriickt werden. 

Die Berechtigung dieser wie auch der anderen Bewertungen ergibt 
sich durch eine Zusammenstellung sdmtlicher Zeichen fiir alle Mause 
fiir jede der genannten Dosen, und zwar der Zeichen der Ausstriche, 
die an jedem der Zeitpunkte erhalten wurden, an denen eine Wirkung 
zu erhalten ist, nimlich Ausstriche am dritten Morgen, dritten Abend, 
vierten Morgen nach der ersten Einspritzung. 

Jedes Zeichen wird bei jeder Dosierung verschieden oft und in ver- 
schiedenem prozentualen Verhaltnis zu den anderen vorkommen; jedes 
Zeichen wird in einer Dosierung am meisten, d. i. mit der héchsten Prozent- 
zahl vorkommen, was wir ,,relatives Maximum‘ nennen. Ist dieses 
relative Maximum fiir d bei einer kleineren Dosis gelegen als fiir e, so 
diirfen wir schlieBen, daB e einen gréBeren Wirkungsgrad darstellt. 
Wir geben in Tabelle ITI das Material aller Ausstriche der Amsterdamer 
Versuche in sehr abgekiirzter Form wieder?. In den sechs groBen Langs- 
abschnitten sind die Ergebnisse fiir jede Dosis angegeben, in den drei 


1 Die beiden Abschnitte der ‘fabelle III auf S.461 und 462 sind 
nebeneinander zu denken. 
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groBen horizontalen Abschnitten fiir jeden der drei in Betracht kommen- 
den Zeitpunkte, in den einzelnen vertikalen Reihen die Anzahl der Tiere, 
welche eines der Zeichen a bis g erhalten haben, in den horizontalen 
Zeilen fiir jede einzelne der sieben Versuchsreihen. 

Im unteren Teile der Tabelle ist aus der Gesamtzahl der fiir jede 
Dosierung ausgestrichenen Mause angegeben, in wieviel Prozent jedes 
der Zeichen a bis g gegeben wurde. Die Prozentzahlen sind in der kleinen 
Tabelle 1V nochmals fiir jedes Zeichen und jede Dosierung (Konzentra- 
tion 1 bis 6) wiederholt und fett gedruckt in der Zeile, in der sie das 
relative Maximum des betreffenden Zeichen darstellen. 


Tabelle IV. 


2 3 4 5 6 





Konz. : 1 

a 72 36.5 21 9.5 11, 10 
b 18 33,5 30 28 24 24 
c 5,5 10 12 8,5 8,5 5 
d 2,5 10,5 15,5 17 16 15 
e 1 5 10 17 18 32 
f 1 4,5 8 16 16,5 17 
y 0 0 3 4 6 7 


Vergleicht man nun diese relativen Maxima, so sieht man ohne 
weiteres, daB bis zum Zeichen e die Maxima fiir die einzelnen Zeichen 
in der Reihenfolge des Alphabets sich in der Reihenfolge der Dosen 
einordnen, die Maxima fiir alle drei héchsten Zeichen liegen in der hier 
gewahlten héchsten Dosierung und wiirden, wenn man noch héhere 
Dosierungen benutzt hatte, zu trennen sein. Durch diese Reihenfolge 
ist als berechtigt erwiesen, die durch das Zeichen ¢ ausgedriickteW irkung 
als starker zu bezeichnen als die durch das Zeichen wiedergegebene. Es 
ist tiberhaupt so eine sichere experimentelle Grundlage fiir Reihenfolge 
und Bewertung unserer Zeichen geschaffen, was fiir die Eichung 
unbekannter Priparate von groBer Bedeutung ist. Sehr wichtig fiir die 
Sicherheit der Ergebnisse ist die Tatsache der Reproduzierbarkeit, 
namlich, daB sie in einem zweiten Laboratorium bestatigt werden 
konnten. Es ist dies wichtig und interessant, wenn man sich an die 
ziemlich verwickelte Methodik erinnert, um diese Ergebnisse fest- 
zustellen mittels subjektiven, auf Schatzung beruhenden Urteilen nach 
Durchsicht von tausenden Priparaten verschiedener Versuchstiere. 

Wie schon wiederholt erwaihnt, wurden also gleiche Versuche mit 
demselben Praparat in denselben Dosierungen zu etwa der gleichen Zeit, 
als sie im Laboratorium in Amsterdam ausgefiihrt wurden, auch im 
Organon-Laboratorium in Oss durchgefiihrt. Die einzelne Versuchs- 
reihe umfaBte etwa sechsmal 20 Tiere; es wurden nur sechs, statt wie 
in Amsterdam sieben solcher Reihen durchgefiihrt. Die Durchsicht 
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der Priparate wurde dort genau so von zwei unabhangigen Beobachtern, 
bei Differenzen von einem dritten Kontrolleur vorgenommen. Die Durch- 


sicht geschah natiirlich in volliger Unkenntnis, welche Dosierungen 
eingespritzt wurden, um welche Maus es sich handelte usw. 


Es sind dies die durch gestrichelte Linien wiedergegebenen Kurven. Aus 
n Kurven des Amsterdamer I 


diesen, wie aus den bereits erwahnte ~abora- 
toriums (auf Abb. 7 ausgezogen gezeichnet) sind dann die dicken end- 
giiltigen CWK. in Abb. 7 gewonnen. In Abb. 7 haben wir der Cbersicht 
wegen die Kurven nebeneinandergestellt. 





























Abb. 7. 


Ein Recht, die Kurven der beiden Laboratorien fiir gleichwertig zu 
Kurve ohne weiteres als Resultante zu 
. zeichnen, nehmen wir aus der Tatsache, daB an beiden Stellen an- 
nihernd gleich viel Tiere benutzt wurden, und ferner die Kurven sich 
im wesentlichen naheliegen. Mit Ausnahme der g- und b-Kurve lassen 
sie auch den theoretisch zu erwartenden S-Charakter erkennen. © Diese 
Ausnahme ist durch die Wah] der Dosierungen ohne weiteres zu ver- 
stehen, d.h. man wiirde bei b wahrscheinlich den S-Charakter bekommen 
haben, wenn man weniger als die Dosis ] benutzt hatte, und fiir g 


wahrscheinlich, wenn man mit den Dosierungen noch viel héher 
gegangen ware. 


, die wenigstens e erreicht haben, also weniger als 5% 
Leucocyten wenigstens einmal wihrend der beobachteten Zeit hatten. 


t man sie naher an, so kann man feststellen, daB bei der Dosis 4 
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67,5°, aller Tiere diesen Wirkungsgrad (von den Amsterdamer Tieren 
etwa 70°) aufweisen. Erinnert man sich, daB wir von den hier 
benutzten Praparaten durch die bei uns tblichen Methoden der 
Eichung bei der Dosis 4 die Einheit gefunden hatten, so ist die Uber- 
einstimmung der iiblichen Eichung mit dieser, sozusagen Rieseneichung, 
eine sehr befriedigende. 

An anderer Stelle, an der die CWK. gerade auch fiir die Zwecke 
der gewohnlichen Eichung nutzbar gemacht werden sollen, werden wir 
auf diese Frage zuriickkommen. 


Zusammenfassung. 


Fir Follikelhormon, Menformon, werden auf Grund eines Materials 
von Einspritzungen an 1200 Mausen desselben Praparats an zwei ver- 
schiedenen Laboratorien Konzentrationswirkungskurven (CWK.) auf- 
gestellt, und zwar bei je sechs verschiedenen Konzentrationen fir 
sechs verschiedene Wirkungsgrade. 

Die Wirkungsgrade sind durch bestimmte, genauer abzuschaitzende 
morphologische Befunde des Vaginalabstriches definiert. 

Diese charakteristischen Befunde werden durch Buchstaben a bis h 
wiedergegeben. Sie werden in der Reihenfolge des Alphabets in ver- 
schiedener Starke bewertet. Diese seit Jahren bei uns geiibte und als 
berechtigt vermutete Bewertung findet in dem hier gegebenen Material 
ihre Rechtfertigung. 

Auf die Bedeutung der CWK. fiir die Eichung wird hingewiesen. 
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Wirksamkeit des Acetaldehyd 
dismutierenden Enzyms beim aerogenen Zellstoffwechsel. 


Von 
F. Windisch. 


(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nachdem Newberg und Windisch! erstmalig die Entstehung be- 
trichtlicher Mengen von Athylalkohol bei der aerob vollzogenen Vergarung 
von Acetaldehyd durch Essigbakterien festgestellt haben, ist dieser 
unerwartete Befund aerober Acetaldehyddismutierung bei der Essig- 
garung durch die verschiedensten Autoren (Molinari?, Newberg und 
Kobel®, Simon*4, Wieland und Bertho® sowie Bertho und Basu®) aus- 
nahmslos bestatigt worden. Dagegen glauben Wieland und Bertho (1. c.), 
trotz der allein schon rein qualitativ bemerkenswerten aerogenen 
Alkoholentstehung eine Bedeutung des Dismutationsvorganges fiir den 
Ablauf der Essiggirung unter den im Betrieb herrschenden Verhalt- 
nissen (auf Grund kinetischer Vergleichsmessungen) in Zweifel ziehen 
zu sollen. 

Im folgenden Abschnitt ,,Zum Chemismus und zur Energetik 
der Essigsiuregirung’’ wird dargelegt, daB sich nach dem heutigen 
Stand der Forschung aus der Bilanz der quantitativen Stoffumsetzungen 
keine endgiiltigen Aussagen iiber den eingeschlagenen Weg der bak- 


1 CO. Neuberg u. F. Windisch, diese Zeitschr. 166, 454, 1925. 

2 E. Molinari, ebendaselbst 216, 187, 1929. 

3 OC. Neuberg u. M. Kobel, Zeitschr. f. physik. Chem. Abt. A (Haber- 
Band), 189, 631, 1928. 

4 E. Simon, diese Zeitschr. 224, 253, 1930. 

5 H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95, 1928. 

8 A. Berthou. K. P. Basu, ebendaselbst 485, 26, 1931. 
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teriellen Essigsiurebildung machen lassen, auch nicht im giinstigsten 
Falle einer dquimolekularen Beteiligung des Sauerstoffs an der Aldehyd- 
umwandlung. 


Uber die biologische Auswertbarkeit der von Wieland und Bertho 
gehandhabten kinetischen Vergleichsmethodik schreibt Bertho in einer 
spiteren Arbeit': ,,Da es sinnwidrig ware, da8 eine fiir den anaeroben 
Zellstoffwechsel typische Reaktion, die Dismutierung, unter aeroben Be- 
dingungen erheblich rascher verliefe, wird die Verwendung ihrer unter 
anaeroben Bedingungen ermittelten Reaktionsgeschwindigkeit fiir eine 
Betrachtung unter aeroben Verhiltnissen gerechtfertigt. Diese Uber- 
legungen sind ausschlaggebend gewesen, um die geringe Bedeutung der 
Mutasewirkung bei der Essiggérung zu erkennen.‘“* Die (Uberlegungen 
Berthos lassen in biologischer Hinsicht Zweifel erkennen, die zur Kritik 
Veranlassung geben. Wahrend es sich bei der anaeroben Dismutation um 
Stoffumwandlungen am individuellen Substrat mit einer darauffolgenden 
Stabilisierung der Entstehungsprodukte handelt: 


Hy 7CH;. COOH 
anaerob 2CH;.CHO + | K 
O *CH;.CH,OH, 


befinden sich bei der aeroben Dismutation die verschiedenen Umsatzstoffe 
bei ihrer weiteren intermediéren Umlagerung in nascierender Form: 


(stabilisiert) 

H, CH; . COOH 
2CH,.CHO + | ‘ne 
O ‘H, . CHgOH + 3/20, 
(nascierend) t 


(stabilisiert) 
aerob : Hy '/a CH,.COOH 
CH,;.CHO + 1!, . 
(nascierend) O *, CH,.CHgOH + 3, Og 
(nascierend ) t 





| H, 

1, CH,.CHO + 1, | “a usw., 
“ 

nascierend O 





wobei Essigséure das einzige Stabilisierungsprodukt ist. 

Nach vorstehenden Betrachtungen diirfte es keineswegs als sinnwidrig, 
vielmehr begriindet erscheinen, daB unter aeroben Dismutationsbedingungen 
eine Reaktionsbeschleunigung der Essigsiurebildung vor sich geht. Dabei 
ist noch nicht in Erwagung gezogen, da8 Sauerstoff an sich, wie in Versuchen 
mit nicht vermehrungsfahigen Hefenaussaaten gezeigt werden konnte?, 
die Enzymtatigkeit anzuregen vermag. Es ist darum nicht angangig, die 
unter anaeroben Bedingungen ermittelte Reaktionskinetik des Dismutations- 
prozesses zum MaBstab der aerob sich auswirkenden disproportionierenden 
Krafte zu machen. 


1 A. Bertho, Liebigs Ann. 474, 1, 1929. 
* F. Windisch, diese Zeitschr. 246, 233, 1932. 
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In einer spiteren erginzenden Mitteilung sind Bertho und Basu 
(a. a. O.) sogar zu teilweise auffallend hohen Alkoholwerten bei aerober 
Vergirung des Acetaldehyds durch Essigbakterien gelangt. Die Autoren 
fanden in zwei Parallelansitzen (GroBversuch) mit der gleichen Bak- 
terienart und -menge und bei gleicher Aldehydkonzentration unter 
Luftzutritt 13,5 mg, unter Stickstoff 25,6 mg Alkohol pro Gramm 
Trockenbakterienmasse und Stunde (angewandte Bakterienmenge 
1,07 g in 90 com Gesamtvolumen, enthaltend 110 mg Acetaldehyd und 
0,5g CaCO,). Die Bestimmung der Essigsiure, welche AufschluB 
iiber den prozentualen Anteil des dismutativ gebildeten Alkohols in der 
Gesamtbilanz erbracht hatte, scheint leider nicht erfolgt zu sein. Unter 
Zugrundelegung des von Bertho und Basu beobachteten optimalen aeroben 
Dismutationswertes (10° des theoretisch zu erwartenden dismutativ 
gebildeten Alkohols) ergibt sich fiir den vorstehend angefiihrten Versuch 
ein fiinfmal — nicht hundertmal, wie Wieland und Bertho' angeben - 
schnellerer Reaktionsverlauf der aeroben Essigsiurebildung im Vergleich 
zur anaeroben Dismutation. Die von Simon? gefundene aerobe Dis- 
mutierungsgr6éBe (8 bis 28°, des theoretisch zu erwartenden dis- 
mutativ gebildeten Alkohols) laBt hinsichtlich der obigen mitgeteilten 
Alkoholzahlen auf einen durchschnittlich dreimal schnelleren Ver- 
lauf der aeroben Essigsiuregirung schlieBen; das wiirde auch im 
Bereich der in vorliegender Arbeit aufgefundenen Dismutations- 
verhaltnisse liegen. 


Trotz dieses iiberzeugenden Befundes der Miinchener Schule, 
welcher den Ergebnissen und SchluBfolgerungen Wielands und Berthos 
iiber die Betaétigung der Mutase entgegensteht, glaubten Bertho und 
Basu an der Auffassung festhalten zu sollen, daB der Mutase nur eine 
untergeordnete Bedeutung bei dem biochemischen Vorgang der Essig- 
bildung zukomme, obgleich bereits vorher Bertho (a. a. O.) die ,,Nicht- 
identitat von Essigbakteriendehydrase und _ Essigbakterienmutase, 
deren Identitat nach den Wielandschen Grundannahmen zu fordern 
ist’, also das Vorliegen zweierlei Fermentsysteme, bestatigt hatte. 
Wie namlich Simon (a.a.O.) zeigen konnte, sind Acetonpraparate 
von Essigbakterien nur noch in geringem Mae imstande Alkohol 
(Wirksamkeit rund '/, 999 der entsprechenden Menge frischer Bakterien) 
zu dehydrieren, wahrend sie noch verhaltnismaBig stark dismutativ 
wirksam sind (Wirksamkeit rund !/,, der entsprechenden Menge frischer 
Bakterien). ,,Die Essigsiurebildung durch derartige Acetonpraparate 
kommt also‘, wie Bertho* konstatiert, ,,durch Dehydrierung des Alkohols 


1 ‘H. Wieland u. A. Bertho, |. c., und zwar 8. 151. 
2 E. Simon, a. a. O. 
8 A. Bertho, Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 231, 1932. 
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zu Aldehyd und durch dessen ausschlieBliche Dismutierung zustande*. 
Noch schwerer vereinbar mit der Annahme von der Identitait beider 
Enzyme ware eine weitere Feststellung von Bertho!, daB bei gealterten 
lebenden Bakterien die Mutasewirkung vollkommen fehlte, wihrend die 
Alkoholdehydrasewirkung erhalten geblieben war. In einer FuSnote? 
schlieBlich berichtet Bertho iiber neue unveréffentlchte Versuche, in 
denen er eine aerobe Dismutationsleistung erreicht hat, die ,,obzwar 
betrdchtlich, doch nur Werte erreicht, die an der Grenze der Maximal- 
werte liegen“. 


Mit groBer Deutlichkeit bezeugen nun die von mir ausgefiihrten 
makrometrischen Messungen, die bei optimaler Luftversorgung® nicht 
unbetrachtliche Mengen Athylalkohol und durchgehend eine Unterbilanz 
an Sauerstoff im Vergleich zur gebildeten Essigsiure ergaben, die 
wesentliche Anteilnahme der Mutase an den Stoffwechselvorgaingen 
der Essigbakterien auch bei Aerobiose, woriiber nachfolgend berichtet ist, 


Zum Chemismus und zur Energetik der Essigsiuregirung. 


Nach Wieland und Bertho vollzieht sich die Essigsiuregirung in 
zwei Stufen, vom Alkohol zum Aldehyd, wie Newberg und Nord‘ mit 
Hilfe der Abfangmethode sichergestellt haben, und vom Aldehyd zur 
Essigsiure. Der erste Teilvorgang besteht in der durch den Sauerstoff 
bewirkten Uberfiihrung von Athylalkohol in Acetaldehyd nach der 


Gleichung: wi 


—2H 
CH;.CH,OH >, > CH; .CHO + H,0. 
“2 


Fiir den zweiten Teilvorgang, die Uberfiihrung des Acetaldehyds 
in Essigsiure, bleiben nach Ansicht der Miinchener Forscher nur zwei 
Méglichkeiten offen, einerseits Dehydrierung des Aldehyds nach der 
Gleichung : - 


— 2H 
CH, .CH(OH), ,y, > CH;.COOH + H,0, 


“12 


1 A. Bertho, \.c., und zwar 8. 56. 

2 Derselbe, Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 231, 1932, und zwar 8. 249. 

3 Vergleichende O,-Bestimmungen im Substrat ergaben bei vor- 
liegender Versuchsanordnung einen weit héheren Sauerstoffgehalt als bei 
technischer, auf den Spinen ausgiebig beliifteter Essigmaische (Essigfabrik 
des Instituts fiw Garungsgewerbe, Berlin) feststellbar war. Selbst beim 
Auskochen von feuchten Spainen waren nur Spuren von Sauerstoff nach- 
weisbar. Die Oberflachenwirkung ist bei diimnschichtiger Suspendierung 
der Bakterien im Substrat eine giinstigere als bei Ansiedelung der Organis- 
men auf Buchenholzspénen, worauf auch M. Krehan (Arch. f. Mikrobiol. 8, 
277, 1932) hingewWwiesen hat. Von den dargebotenen Sauerstoffmengen 
wird nur ein geringfiigiger Bruchteil durch die Essigbakterien ausgenutzt. 

4 Neuberg u. Nord, diese Zeitschr. 96, 158, 1919. 
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andererseits eine Dismutation des Aldehyds ohne die Mitwirkung des 
Sauerstoffs nach der Gleichung: 


+ H,0 


2CH,.CHO > CH, .COOH + CHy.CH,OH, 


wobei der Aldehyd halftig in Essigsiure und Alkohol umgewandelt wird. 


Zur kritischen Auswertung der Energieverhaltnisse bei der Essiggarung 
benutzte Bertho! die von Neuberg und Windisch (1. c. S. 479) nach Landolt- 
Bornstein, sowie Blaschko* angegebenen thermodynamischen Daten: 

a) Verbrennungswarme des Athylalkohols (fliissig) . . . . 327.0 Cal 
Mischungswarme fiir 1 Mol Athylalkohol. . . .... Les 


325,2 Cal 


b) Verbrennungswarme der Essigsfure . . ..... . . 209,6Cal 
Mischungswarme fiir 1 Mol Essigsiure. . ...... 0,4, 


209.2 Cal 


c) Verbrennungswarme des Acetaldehyds (fliissig) . . . . 279,3 Cal 
Mischungswarme fiir 1 Mol Acetaldehyd. ...... 4,5 .,, 


274,8 Cal 


Hiernach entstehen bei der Oxydation des Athylalkohols zu Acet- 
aldehyd: 325,2 — 274,8 = + 50,4 Cal; bei der Oxydation des Acetaldehyds 
zu Essigséure: 274,8 -- 209,2 = + 65,6 Cal; bei der Dismutation des Acet- 
aldehyds in Alkohol und _  Essigséure: 2 274,8 (325,2 + 209,2) 
= + 15,2 Cal. 

Unter Zugrundelegung des von Wieland und Bertho postulierten 
Chemismus der Essiggirung wiirden bei der dehydratischen Bildung 
von 1 Mol Essigséure 116,0 Cal, bei der dismutativen Bildung von 1 Mol 
Essigséure nur 65,6 Cal erzeugt werden. Ware diese thermodynamische 
Bilanz eindeutig, so miiBte man der Folgerung der Autoren schon 
aus Griinden der Stoffwechselékonomie zustimmen, daB der tatsachlich 
vorhandenen Dismutierung beim Vorgang der biochemischen Essig- 
siurebildung nur eine untergeordnete Rolle zukommen kénne. 


In Wirklichkeit ergeben sich aber wesentlich andere chemische 
und thermodynamische Verhaltnisse, wenn man von den quantitativen 
Beziehungen ausgeht. 


Bei der biologischen Umwandlung von 1 Mol Acetaldehyd in 1 Mol 
Essigsiure unter Verbrauch von */, Mol Sauerstoff sind zwei Wege der 
Essiggirung méglich: 


1 4. Bertho, |. c. 8. 133. 
2 H. Blaschko, diese Zeitschr. 158, 432, 1925. 
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1. der dehydratische: 
CH,.CHO +4), 0, —» CH,.COOH 
2. der dismutative: 
H, 4'/, CH; . COOH 
CH,;.CHO + 4/, || < 
O “4, CH,. CH,OH + 1,0, 
A 
— , 
t/, CHy.CHO+ gC «ahh tae 
O 1, CHs. CH gOH + 4/, 0, 
A 
e aig CH,.CO0O 
1,CHy.CHO +%g°2 ™ ” 
O “/, CH,.CH,OH + !/,¢ Og usw. 

Wie man ersieht, werden in beiden Fallen, sowohl bei der de- 
hydratischen wie bei der dismutativen Umwandlung von 1 Mol Acet- 
aldehyd in 1 Mol Essigsiure die gleichen Mengen Sauerstoff benétigt, 
namlich !/, Mol O,, und die gleichen Kalorienmengen erzeugt, namlich 
65,6 Cal. In vorstehendem Beispiel einer vollstaéndigen Umsetzung des 
Acetaldehyds in Essigsiure sagt weder die Ermittlung des verbrauchten 
Sauerstoffs, noch die Feststellung der entstandenen Essigsiure etwas 
iiber den eingeschlagenen Weg der biologischen Acetaldehydumwand- 
lung aus. 

Wie spater experimentell belegt wird, ist bei optimaler Sauerstoff- 
versorgung fiir die aerobe Bildung einer bestimmten Menge Essigsdure 
aus Acetaldehyd durchweg weniger als die dquimolekulare Menge Sauer- 
stoff verbraucht worden, also stets eine Unterbilanz an Sauerstoff 
im Vergleich zur gebildeten Essigsdure festgestellt worden. Aus diesem 
Ergebnis lassen sich zwei mégliche Wege der bakteriellen Essigsaure- 
entstehung ableiten: 


I. Der dehydratische und dismutative Weg: 
CH, .CHO + 1/,0, > CH,.COOH 


CH,.CHO +1 Hy 7‘, CH; .COOH 
g-U + "Wy 
o™ 2 CH; .CH,OH 


II. Der rein dismutative Weg: 
a) Acetaldehyd im Riickstand: 


Hy Hs. COOH 
2CH,.CHO + [IC 
0 *CH;.CH,OH + 1,0, —> CH,. CHO + H,0 


b) Acetaldehyd restlos aufgebraucht: 
H, ~CH,.COOH 
2CH,.CHO+ || 


O Hy y'/2CH;.COOH 


= 
CH,.CH,OH+1/,0,— 2 >CH;.CHO+1/, 


0 “t),CH,.CH,OH 
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Beide Wege — sowohl der dehydratische und dismutative (I), als 
der rein dismutative (Ila, b) — fiihren in quantitativer Hinsicht zu 
der gleichen chemischen Gesamtbilanz, so daB man umgekehrt aus der 
quantitativen Ermittlung des verbrauchten Sauerstoffs und der ent- 
standenen Reaktionsprodukte (Essigsiure, Alkohol) nicht einen ent- 
scheidenden RiickschluB auf den eingeschlagenen Weg der biochemischen 
Essigsiurebildung ziehen kann. Fest steht hierbei allein, daB die ge- 
samte Essigsiure, fiir deren Entstehung kein Sauerstoff benédtigt 
wurde, bzw. der experimentell zu erfassende Athylalkohol dismutativ 
aus Acetaldehyd gebildet ist. Ebenso geht aber aus den obigen Glei- 
chungen I und Ila), b) hervor, daB die energetischen Leistungen der 
Essigbakterien bei Erzeugung einer bestimmten Menge Essigséure die 
gleichen sind, unabhingig davon, ob der dehydratisch-dismutative 
oder der rein dismutative Weg eingeschlagen wurde: 

1. Der dehydratisch-dismutative Weg: 

Oxydation von 1 Mol Acetaldehyd in 1 Mol Essigséure . . . 65,6 Cal 
Dismutation von 1 Mol Acetaldehyd in je !/, Mol Alkohol 
+ Essigsiure . on Ree ee ee ee ae 7,6 ,, 
73,2 Cal 
2. Der rein dismutative Weg: 
Dismutation von 2 Mol Acetaldehyd in je 1 Mol Alkohol 
a ae ee a meee | Fe 
Oxydation von 1 Mol Alkohol in 1 Mol Acetaldehyd .. . 50,4 ,, 
Dismutation von 1 Mol Acetaldehyd in je */, Mol Alkohol 
+ Essigsaéure RT oor aan 1 8 Oh a lard a) nsec eo oe 


73,2 Cal 


Die obigen energetischen Berechnungen sind fiir die biologische 
Rewertung des Dismutationsvorganges als Stoffwechseltypus von 
Wichtigkeit. Wenn C. Oppenheimer! die Ansicht vertritt, daB das 
einzig Wichtige bei den Stoffwechselvorgingen die Energiegewinnung 
sei, daB die Reduktionsphasen aber selbst da, wo sie persistieren, das 
Nebensichliche seien, so ist der erste Anspruch durchaus iiberzeugend, 
und es war in vorliegender Arbeit notwendig, darzutun, was bisher noch 
nicht erkannt worden ist, dafB der Energiegewinnungseffekt sowohl 
oxydativ als dismutativ véllig gleichwertig ist. Der zweite Teil der 
Oppenheimer schen Konzeption ist aber dahingehend zu modifizieren, daB 
die Reduktionsphasen da, wo sie persistieren, ohne physiologische 
Wirkungen auszutiben, biologisch nebensachlich erscheinen, daB sie aber 
gerade da, wo sie nicht persistieren, die biologische Bedeutung von 
Intermediarstufen in statu naxcendi besitzen. Wie vorher auseinander- 


1 C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen II, 8. 1306, 1926. 
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gesetzt wurde, diirfte den nascierenden Intermediarstoffen im oxy- 
biontischen Stoffwechsel die wichtige biologische Aufgabe zufallen, 
infolge ihres status nascendi reaktionsbeschleunigend und damit akti- 
vierend auf die energetische Leistung der einzelnen Zelle in der Zeit- 
einheit zu wirken. 


Bereitung des Bakterienmaterials, 
Zur Untersuchung gelangten folgende Arten von Bakterien: 


B. ascendens (Weinessigbakterium ), 
B. pasteurianum (Bieressigbakterium), 
B. aceti (Hansen). 


Samtliche Kulturen stammten aus der Reinzuchtsammlung des Instituts 
fir Garungsgewerbe, Berlin. 

Die Ziichtung von B. ascendens erfolgte in 1-Liter-Philipps-Bechern, 
welche mit 200 ccm 8°,iger vergorener heller Bierwiirze beschickt waren. 
Die Klarung der vergorenen Wiirze wurde durch mehrstiindiges Kochen 
unter Zusatz von HiihnereiweiB erreicht. Die mit der Wiirze gefiillten Zucht- 
kolben wurden an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 1 Stunde in strémendem 
Dampf sterilisiert. Der bei der mehrfachen Erhitzung verdunstete Alkohol 
wurde nach beendeter Kochung und Sterilisation ersetzt, und zwar in einer 
stets iibereinstimmenden Dosierung, daB die Naéhrlésung in allen Fallen 
5°.ig in bezug auf den Alkoholgehalt war. Die Ziichtungsdauer betrug 
8 bis 9 Tage, bei einer konstanten Brutschranktemperatur von 30°. 

Zur Gewinnung des Bakterienmaterials wurde das Kulturgut in der 
Zentrifuge abgeschleudert, zweimal mit physiologischer Kochsalzlésung auf 
der Zentrifuge gewaschen und alsdann iiber Nacht im Eisschrank stehen- 
gelassen, und zwar in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert, um 
noch zuriickgehaltene Essigsiure herauszulésen. Kurz vor Versuchsbeginn 
wurde wiederum das Bakterienmaterial abgeschleudert und in einer be- 
stimmten Menge physiologischer Kochsalzlésung zum Zwecke einer genauen 
Dosierungsméglichkeit aufgeschlammt. 

B. pasteurianum wurde auf festem Nahrboden (Bierwiirzeagar) ge- 
ziichtet. Zur Bereitung dieses Substrats wurde enteiweiBte Bierwiirze von 
8%, Plato mit 2,5°, Agar versetzt, bis zur Lésung gekocht, durch Gaze 
filtriert und im Dampftopf an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 1 Stunde 
sterilisiert. Unter Zusatz von 5°,, Alkohol wurde die noch fliissige Nahr- 
masse in groBe, vorher entkeimte Drigalski-Schalen ausgegossen. Nach 
erfolgter Erstarrung des Substrats wurde die feste Oberflache des Nahr- 
bodens mit vergorener alkoholischer Wiirze befeuchtet' und anschlieBend 
mit einer nicht allzu gering zu wahlenden Aussaat von B. pasteurianum 
beimpft. Die Zuchtdauer betrug 9 Tage bei einer Brutschranktemperatur 
von 30°. Die gut bewachsenen Platten wurden mit steriler Kochsalzlésung 
unter Zuhilfenahme eines desinfizierten Gummispatels abgeschwemmt. 
Die diinne Suspension wurde zunachst auszentrifugiert und dann in gleicher 
Weise weiterbehandelt, wie bei B. ascendens beschrieben. 


1 Diese bewahrte Anregung verdanke ich Herrn Dipl.-Ing. M. Glaubitz, 
dem ich auch fiir die Versorgung mit Bakterienmaterial und die Durch- 
fiihrung von biologischen Kontrollen sehr zu Dank verpflichtet bin. 
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B. aceti (Hansen) wurde teils auf fliissigem, teils auf festem Nahrboden 
geziichtet, und zwar in genau derselben Weise, wie bei B. ascendens und 
B. pasteurianum angegeben ist. 


Jede Bakterienernte wurde nach den von W. Henneberg' angegebenen 
Kontrollmethoden auf Reinheit und biologische Brauchbarkeit gepriift. 
Um eine eventuell aufgetretene Infektion durch Kahmhefe zu erkennen, 
wurden bei den einzelnen Ziichtungen Differentialfarbungen nach Gram 
vorgenommen. 


Die Bestimmung der angewendeten Bakterienmenge als Trocken- 
gewicht geschah nach der von Neuberg und Windisch (1. c. 8. 469) angegebenen 
Vorschrift. 


Apparatur zur makrometrischen Bestimmung der Essigsiurebildung und des 
Sauerstoffverbrauchs. 


Als Grundlage der nachfolgend verwendeten apparativen Anordnung 
diente das Messungsprinzip, wie es zur Bestimmung der Atmungs- und 
Garungsintensitéten von Hefen ausgearbeitet wurde*. Zum Versténdnis 
der Einzelheiten empfiehlt sich das Studium der vorher beschriebenen 
apparativen Zusammenstellung (l.c., und zwar 8. 341, Abb. 1), wahrend 
die zur Messung der Essigséurebildung bzw. des Sauerstoffverbrauchs 
erforderlichen Modifikationen aus Abb. | zu ersehen sind. 


Um eine quantitative Variierung der zuzufiihrenden Luftmengen vor- 
nehmen zu kénnen, wurden auswechselbare kalibrierte Gasbiiretten (O B) 
von verschiedener GréBenordnung verwendet. Die Erzeugung der er- 
forderlichen Mengen von synthetischer Luft erfolgte, wie in der voran- 
gehenden Arbeit beschrieben, durch Vermischung (im GasmischapparatG 1) 
von elektrolytisch entwickeltem Sauerstoff (99,8 ° ig) und O,-freiem Stick- 
stoff im Verhaltnis der atmospharischen Luft. Zur Durchwaschung — vor, 
bei und nach dem Versuch — wurde in allen Fallen als inertes Gas Stickstoff 
benutzt, der durch Leiten iiber gliihende Kupferspiralen von den geringsten 
Spuren O, befreit war. 


Vor Versuchsbeginn ist die Apparatur unter Druck zu setzen und durch 
AnschluB an ein Manometer auf Dichtigkeit zu priifen. Bei geniigend langem 
Durchleiten von N, zeigt der in vorangehender Arbeit ausfiihrlich be- 
sprochene Sauerstoffpriifer (l.c., und zwar 8. 343) an, ob die Apparatur 
O,-frei ist. Zwischen den einzelnen physiologischen Messungen sind haufig 
Blindversuche vorzunehmen, um iiber eine laufende Kontrolle zu verfiigen, 
ob die quantitative Ubereinstimmung zwischen den gasvolumetrisch ab- 
gemessenen und gravimetrisch wiedergefundenen Sauerstoffmengen gewahr- 
leistet ist. 

Bei Vornahme der Messungen im aeroben Versuch passiert die synthe- 
tische Luft das GargefaB (Gdrg), das sich mittels Schiittelvorrichtung im 
Wasser- bzw. Luftthermostaten bewegen la8t, und durchléuft auf dem 
folgenden Wege (kapillare Verbindungsrohre) die weiteren erforderlichen 
Vorlagen, als welche zu verzeichnen sind: zwei eisgekiihlte Natriumbisulfit - 
Glasfilterwaschflaschen (GW,, GW,) zur Bindung von mitgerissenem Acet- 
aldehyd bzw. zur Zuriickhaltung von Alkohol, eine im Olbad auf 120° 





' W. Henneberg, Handbuch der Géarungsbakteriologie. Berlin 1926. 
? F. Windisch, diese Zeitschr. 246, 332, 1932. 
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erhitzte Chromschwefelséurelésung (OG) mit angeschlossener Schwefelsaure- 
waschflasche (W), Kaliapparate (50 °,ige Kalilauge, eisgekiihlt) zur quanti- 
tativen CQO,-Bestimmung, gliihende Kupferspiralen in Quarzréhren zur 
quantitativen Sauerstoffaufnahme. 

Das GargefaB (Gdrg) ist so eingerichtet, daB in ihm vor Versuchsbeginn 
eine vollige Entliiftung des Gargutes vorgenommen werden kann. Vor 
Beschickung des GargefiBes wird der iibrige Teil der bereits entliifteten 
Apparatur mit Hilfe eines Dreiwegehahnes abgesperrt, wahrend jetzt der 
N,-Strom, zusammen mit den entbundenen Garungsgasen, vom GargefaB 
aus direkt nach auBen tritt. Auf diese Weise ist es méglich, die Garlésung 
fir sich allein, aber doch innerhalb der Apparatur, O,-frei zu machen. 
Durch Anschaltung des Sauerstoffpriifers 148t sich die restlose Austreibung 
von O, aus dem Gargut genauestens tiberwachen. Die Entliiftung in Gegen- 
wart von Acetaldehyd ist unter Eiskiihlung vorzunehmen. Ebenso ist 
es aber durchfiihrbar, wie bei verschiedenen Versuchsanstellungen ge- 
schehen, das Substrat und die Bakteriensuspension getrennt fiir sich zu 
entliiften und erst im Augenblick des Versuchsbeginns im O,-freien Zustande 
zu vereinigen. 

Uber die Priifungsma8nahmen, die vor Inbetriebsetzung der Apparatur 
vorzunehmen sind, siehe vorangehende Arbeit (1. c. 8S. 346ff.). 

In Anbetracht der Tatsache, daB eine wasserige Acetaldehydlésung 
bereits bei nicht langer Aufbewahrungszeit sauer reagiert, wurde in Kontroll- 
versuchen ohne Essigbakterien gepriift, ob die angewandten Luftmengen 
wahrend der Dauer des Versuchsablaufs imstande sind, Acetaldehyd zu 
Essigséure zu oxydieren, was in keinem Falle feststellbar war. 


Systematik des Arbeitsganges. 


Die nach der angegebenen Vorschrift hergerichteten Bakterien (siehe 
den Abschnitt ,,Bereitung des Bakterienmaterials*‘) werden in Anteilen 
zu etwa 0,3 g (berechnet als Trockensubstanz) bei 50 ccm Gesamtvolumen 
in physiologischer Kochsalzlésung, enthaltend 0,2°, Acetaldehyd, unter 
Zusatz von 1°, sterilisiertem, kohlensaurem Kalk zum Versuch angestellt. 
Wenn nicht anders angegeben, wird das gesamte Gargut zundchst im 
N,-Strom entliiftet, indem jetzt der Gasweg direkt von dem GargefiB nach 
auBen fiihrt. Bei den Versuchen mit 50 cem Substratvolumen hat sich in 
allen Fallen eine einstiindige Ausliiftung als ausreichend erwiesen, um 
eine véllige Befreiung von molekularem O, zu erreichen. Hiermit ist auch 
zugleich die bei den verschiedenen Bakterienarten festgestellte unter- 
schiedliche Inkubationszeit! ausgeglichen. Kurz vor Versuchsbeginn wird 
durch einen kraftigen N,-Strom die inzwischen entbundene Kohlenséure 
entfernt. Hierauf wird das Gargefi® geschlossen (Versuchsbeginn) und — 
bei aerober Garung — die abgemessene Menge synthetischer Luft (500 ccm) 
anfanglich in lebhaftem Strom bis zur Durchséttigung des Garmediums? 
in die Garlésung eingeleitet. 

In der prazise einzuhaltenden Versuchszeit von 2 Stunden bei einer 
konstanten Temperatur von 28,0° (Thermoregulation) durchstreicht ein 


1 In keinem Falle konnte bereits nach 15 Minuten, wie bei Wieland- 
Bertho, Essigsiurebildung bzw. O,-Verbrauch festgestellt werden. 

2 Durch Vorlegung einer farblosen Pyrogallollésung 14Bt sich fest- 
stellen, daB der Luftstrom spiatestens innerhalb 3 Minuten das GargefaiB 
erreicht hat. 
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gleichmaéBiger Luftstrom die Girfliissigkeit. Bei den anaeroben Versuchen 
wird im kontinuierlichen Strom mit Stickstoff durchgast. 

Ist im aeroben Ansatz simtlicher Sauerstoff aus der Gasbiirette in 
die Apparatur iibergefiihrt, was sich in den angegebenen 2 Stunden Versuchs- 
zeit zu vollziehen hat, so wird die Temperatur im Gargefaé8 mit méglichster 
Schnelligkeit auf 75° gesteigert, womit die Stoffwechselfunktionen der 
Essigbakterien sofort aufhéren und die griindliche Entgasung des (r- 
mediums gewahrleistet wird. Die gleiche MaBnahme wird bei anaerober 
Versuchsvornahme angewendet. Um den restierenden Sauerstoff sowie 
die noch frei werdende Kohlenséure zu erfassen, wird weitere 2 Stunden 
lang N,-Gas durchgeleitet. 

Der gesamte Versuchsvorgang vollzieht sich unter nicht zu schwachem 
Schiitteln der GargefaBe (etwa 180 Bewegungen in der Minute), da der 
kohlensaure Kalk zu starker Sedimentation neigt, wobei leicht Bakterien- 
zellen mit zu Boden gerissen werden kénnen. 

Kurz vor der Temperatursteigerung im GargefaiB ist das Substrat mit 
Hilfe der Lewinschen Reaktion (Blaufiirbung mittels Piperidin + Nitro- 
prussidnatrium) auf Vorhandensein von Acetaldehyd zu priifen. Nach 
Versuchsbeendigung wird mittels Lackmuspapier die Neutralitat des 
Gargutes festgestellt. Sind die Kupferquarzrohre im N,-Strom erkaltet, so 
werden die mit N, erfiillten Kaliapparate beim Auseinandernehmen der 
Apparatur an den Ein- und Austrittsstellen verschlossen und so zur Wagung 
gebracht. In gleichem Zustande sind die neubeschickten Kaliapparate 
wieder zum neuen Versuch auszutarieren. 

Um samtliche Resultate direkt untereinander vergleichen zu kénnen, 
sind die in den Versuchstabellen wiedergegebenen Werte aut die Stoff- 
wechselleistung von 0,3 g Bakterien (als Trockensubstanz bestimmt) in 
50 cem Gesamtsubstrat unter Einhaltung der vorgeschriebenen Versuchs- 
systematik bezogen, wobei folgende abgekiirzte Bezeichnungen gewahlt sind : 

Q0.> verbrauchter Sauerstoff in Milligramm, 

Qrs, gebildete Essigsiure in Milligramm bei optimaler Sauerstoff- 

versorgung, 

i gebildete Essigsaure in Milligramm unter anaeroben Verhaltnissen, 

Qal, bei aerober Dismutation entstandener Alkohol in Milligramm, 

ae bei anaerober Dismutation entstandener Alkohol in Milligramm. 

(QrEs)co,:@o, bedeutet das Verhialtnis 

Essigsiure entstanden (in cem CQ,) 
Sauerstoff verbraucht (cem Oy) 


wobei | Mol CO, aus CaCO, 2 Mol Essigséure entspricht. 

Um die durch aerobe und anaerobe Acetaldehyddisproportionierung 
gebildeten Alkoholmengen bestimmen zu kénnen, wurden GroBansitze 
mit der zehnfachen Bakterienmenge — etwa 3,0g als Trockensubstanz 
bestimmt — in zehnfachem Gesamtvolumen (500 ccm) angestellt. In den 
aeroben Versuchen betrug die aufgewendete Luftmenge 2500 ccm _ bei 
einer Versuchsdauer von 2 Stunden. Die GroSgargefiBe wurden im Luft- 
thermostaten (Thermometer im Garkolben) mit 120 Bewegungen in der 
Minute geschiittelt. Die Entliiftung von Substrat und Bakterienmasse 
erfolgte getrennt; ihre Vereinigung geschah bei Versuchsbeginn. Die In- 
kubationszeit ist bei dieser Versuchsanstellung nicht in Riicksicht gezogen, 
kommt also in den Versuchszahlen, die im vorliegenden Falle nur relativ 
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zu werten sind, zum Ausdruck. Bedingung fiir das Gelingen der GroBgar- 
experimente ist eine griindliche und ausdauernde Entliiftung vor Versuchs- 
beginn und nach Versuchsbeendigung; im letzteren Falle kann man durch 
Zugabe von luftfreier Fliissigkeit den toten Raum im Gargefa8 verringern und 
dadurch die Enddurchliiftung abkiirzen. Der beim Durchgasen mitgerissene 
Alkohol' wird in vorgelegten Glasfilterwaschflaschen zuriickgehalten. 

Bei den GroBgéransaétzen (Tabelle VI) beziehen sich die Q-Werte auf 
durchschnittlich 3,0 g Bakterientrockensubstanz in 500cem Garsubstrat; 
die iibrigen Beziehungen sind dieselben wie bei den vorhergehenden Ver- 
suchen. 

Analytische Anmerkungen. 


Die quantitative Bestimmung des Alkchols erfolgte nach der Methode 
von Zeisel-Fanto-Stritar, da bei diesem Verfahren, wie nachgepriift wurde, 
eine Zerst6rung der letzten Spuren von Acetaldehyd, welcher in der Haupt- 
menge bei der anreichernden Alkoholdestillation iiber Bisulfit zuriick- 
gehalten wird, nicht erforderlich ist. Entfernung des Aldehyds ware bei 
den vorliegend zu bestimmenden geringen Substanzmengen mit betracht- 
lichen Verlusten an Alkohol verkniipft. 

In vielen Fallen wurde die experimentell durch CO,-Entbindung ge- 
messene Essigséure direkt nach erfolgter Wasserdampfdestillation mittels 
Titration gegen Phenolphthalein quantitativ bestimmt. Hierbei wurde ein 
geringfiigiger Betrag an Saéurebildung, der im Kontrollversuch mit Essig- 
bakterien ohne Aldehydbeigabe festgestellt worden war, in Abzug gebracht. 
Die Ergebnisse stimmten durchweg gut tiberein. 

Qualitativ wurde der dismutativ gebildete Athylalkohol durch 
spezifische Reaktion gepriift. Nach erfolgter Reoxydation zum Aldehyd 
wurde letzterer mittels p-Nitrophenylhydrazin in essigsaurer Lésung als 
Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon gefallt und durch Bestimmung des 
Schmelzpunktes identifiziert. Durch Vereinigung einiger GroSgarungs- 
ansaitze konnten die Reaktionsprodukte der biochemischen Aldehyd- 
umwandlung, Alkohol und Essigsaéure, auch in Substanz dargestellt werden, 
ersterer als p-Nitrobenzoeséureathylester, letztere als Silbersalz. 


I. Abhdngigkeit der anaeroben und aeroben Sduerungsgeschwindigkeit von 
) der Aldehydkonzentration. 


Um die optimalen substratiellen Konzentrationsverhaltnisse bei der 
Aldehydgarung noch einmal zu iiberpriifen, wurden Parallelversuche unter 
Variierung des Aldehydzusatzes vorgenommen. Hierbei wurden Aldehyd- 


! Die im Gasstrom bei einer Versuchstemperatur von 28° mitgefiihrten 
Alkoholmengen sind nicht unbetrachtlich. Vielleicht erklaren sich aus 
diesem giinstigen experimentellen Umstand die verhaltnismaBig hohen 
aeroben Dismutationswerte, welche in vorliegender Arbeit erhalten wurden, 
indem ein Teil des Alkohols durch rechtzeitige Entfernung aus dem Géar- 
substrat der weiteren Einwirkung der Essigbakterien entzogen werden 
konnte. Es sei in diesem Zusammenhange auf eine Arbeit von G. Gorr und 
G. Perlmann (diese Zeitschr. 174, 425, 1926) verwiesen, in welcher es den 
Autoren gelang, bei der alkoholischen Garung beachtenswerte Mengen des 
intermittierenden Acetaldehyds mittels starker Durchliiftung in die Vor- 
lagen zu treiben und daraus zu isolieren. Es ist naheliegend, mit Hilfe 
der gleichen Methodik zu versuchen, noch héhere Ausbeuten an aerob ge- 
bildetem Alkohol bei der Acetaldehydgérung zu erhalten. 
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Tabelle I. 
Wirkung verschiedener Aldehydkonzentrationen auf das Sauerungs- bzw. 
Sauerstoffaufnahmevermégen der Essigbakterien. (Auszug aus den Versuchs- 
protokollen.) 











Angewandte Aldebyd- N 


OE Ecce A de ~~ 
A. Versuche mit B. ascendens. 
0,32 m/50 pies vac 182 
0,29 ye aaa we 93,2 
0,30 mio | sald = “47 
0,30 m5 | “ 7 1141 
0,33 m 2 = — 81 
B. Versuche mit B. pasteurianum. 
0,33 mm to _— as 
0,28 | m5 | cee — 98.0 
0,27 mio | ie res 26.1 
0,30 a 7 _ 149 
0,30 m/2 his — 69 
C. Versuche mit B. aceti (Hansen). 
028 mo | | | ise 
on map { os 20,9 
0,29 mio {| = 8 183 
0,27 m/5 = ~ 172 
0.29 nf? 6,2 25,4 
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konzentrationen gewahlt, welche in bezug auf das Gesamtvolumen des 
Substrats m/50, m/25, m/10, m/5, m/2 an Aldehyd waren bzw. 0,088-, 
0,176-, 0,44-, 0,88- und 2,2°% igen Aldehydlésungen entsprachen. Die 
Versuche wurden mit B. ascendens, B. pasteurianum und B. aceti (Hansen) 
durchgefiihrt. Die angewendete Bakterienmenge, die bei jedem Ansatz 
angegeben ist, entsprach durchschnittlich 0,3 g Bakterientrockensubstanz. 
Versuchstemperatur 28,0°. 

Aus Tabelle I ist zu entnehmen, da8 die optimale Aldehydkonzentration 
fir alle drei gepriiften Bakterienarten (B. ascendens, B. pasteurianum, 
B. aceti) bei m/25 liegt, wie von Newberg und Windisch bereits friiher 
ermittelt und von Wieland und Bertho bestatigt worden ist. In den nach- 
folgenden Versuchen wurde daher durchgehend mit 0,2°,igen Aldehyd- 
lésungen gearbeitet. 


II. Vergleichende Messungen des Aldehydumsatzes beim Durchliiften bzw. 
Belassen des Substrats unter einem bestimmten Luftvolumen. 


Die Versuche von Neuberg und Windisch wurden durchgefiihrt unter 
Belassung des Gargutes im Thermostaten bei 6fterem Umschiitteln mit 
der Hand. In den spateren Experimenten von Simon sowie von Wieland 
und Bertho diente eine mechanische Schiittelvorrichtung zur standigen 
Bewegung des Géaransatzes unter einem abgeschlossenen Luftvolumen. 
Es war im vorliegenden Falle nachzupriifen, ob Bewegung in einem be- 
stimmten Luftvolumen oder Durchliiften des Substrats unter Schiitteln 
zu optimaler Leistung der Essigbakterien fiihrt. 

In Parallelansitzen wurde erstens das Gargut (50 ccm) mit 500 cem 
Luft durchstrémt und zweitens unter Luft bei 0,1 atii belassen, nachdem 
anfangs 50 ccm Luft eingeleitet und nach jeder '/, Stunde des Versuchs- 
ablaufs abermals 25 cem Luft nachgedriickt waren. Die Messungen wurden 
mit B. ascendens, B. aceti (Hansen) und B. pasteurianum durchgefiihrt, 
indem bei den beiderartigen Versuchsanstellungen gleichmaéBig geschiittelt 
wurde. Die angewendete Bakterienmenge belief sich durchschnittlich aut 
0,3 g Trockensubstanz. Versuchstemperatur 28,0°. 


Tabelle II. 


‘Priifung der GréBe des Géirumsatzes beim Durchliiften bzw. Belassen des 
Gargutes unter einem bestimmten Luftvolumen. (Auszug aus den Versuchs- 
protokollen.) 





: Bei Belassung unter Luft Bei Durchliiftung 
Angewandte Bakterienmenge ‘ 


in g Trockensubstanz ¥ a” See 
M do Vrs YX do Vrs 





A. Versuche mit B. ascendens. 


0,27 11,0 52,4 18,0 98,1 

0,28 12,5 60,5 20,3 105,0 
B. Versuche mit B. pasteurianum. 

0,28 8,8 41,3 16,9 89,1 

0,32 10,1 50,0 17,6 88,4 
©. Versucke mit B. aceti (Hansen). 

0,33 | 7,9 36,5 16,0 83,3 

0,28 i 8,8 40,5 14,9 79,4 

0:30 } 74 32.3 15.6 78.2 
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Kontinuierliche Durchliiftung des Gargutes fiihrt, wie Tabelle II 
zeigt, zu hdheren Umsétzen in der Zeiteinheit als Belassung des Garansatzes 
unter Luft bei zeitweiliger Erneuerung des Luftvolumens. Zu den nach- 
folgenden Messungen wurden deshalb die optimalen Bedingungen der 
Luftversorgung gewahlt, d.h. alle Bestimmungen wurden unter gleich- 
maBiger Beliiftung des Substrats und gleichartiger Schiittelung der Gar- 
geféaBe durchgefiihrt. 

Wie zu beobachten ist, wurde bei Belassung des Gargutes unter Luft 
durchweg mehr O, verbraucht als beim Durchliiften, was vielleicht darin 
eine Erklarung findet, daB bei ersterer Versuchsanstellung weniger Alkohol 
zu entweichen vermochte. 


III. Anaerobe und aerobe Dismutationsversuche. 

Zum Vergleich der Umsatzgeschwindigkeiten des Acetaldehyds — Sauer- 
stoffverbrauch und Essigséurebildung — bei aerober und anaerober Versuchs- 
vornahme wurden die nachfolgenden Messungen (Tabelle ITT, TV und V), 
welche Durchsschnittswerte aus dem umfangreichen Zahlenmaterial der 
Versuchsprotokolle darstellen, unter genauer Einhaltung der angegebenen 
Versuchssystematik vorgenommen. Die drei zur Verfiigung stehenden 
Bakterienarten (B. ascendens, B. pasteurianum, B. aceti) wurden in einer 
durchschnittlichen Menge von 0,3 g Trockensubstanz zu den nachstehenden 
Ermittlungen verwendet. Versuchstemperatur 28,0°. 

Aus den in den Tabellen III, [V und V auszugsweise zusammen- 
gestellten Versuchsdaten, die keinesfalls nur die giinstigsten Messungen, 
sondern einen charakteristischen Durchschnitt aus den gesamten Ver- 
suchsprotokollen darstellen, geht mit groBer Deutlichkeit hervor, dai 
dem Aldehyd dismutierenden Enzym bei dem Vorgang der aeroben 
Essigsaurebildung eine bemerkenswerte Anteilnahme zukommt. In 
befriedigender Ubereinstimmung mit den dismutativen Optimalwerten 
von Neuberg und Windisch sowie von Molinari und von Simon wurde in 


Tabelle I11. 
Aerobe und anaerobe Dismutationsversuche mit B. ascendens. (Auszug 
aus den Versuchsprotokollen. ) ; 





Angewandte Bakterienmenge || ’ N Oo 
in g Trockensubstanz | we 2 Wks iis ( dEs) 


7Yo, = Vrs? is 


CO, 


0.29 | 21,0 1008 | 1,28 | ag 
0,28 = | = 99.0 1,30 | 4,0 
0,38 Rigel Chal Pm sag | 35 
ne | 200 106,7 | 1,42 | 36 
0.32 a7, 85,7 x 1,34 41 
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Tabelle IV. 


Aerobe und anaerobe Dismutationsversuche mit B. pasteurianum. (Auszug 
aus den Versuchsprotokollen.) 





‘Mate trockennbatane 0, Ges | Es | (Prog, Go, Can: Ces 
0.88 | 18,0 95,0 zs 14l | 36 
0,27 ; oF | S| os we } 4 
0,29 vias _ 18.8 - “ 
0,32 joa yay |} 88 
0,33 | esac Pena BM = | 38 


Tabelle V. 


Aerobe und anaerobe Dismutationsversuche mit B. aceti (Hansen). (Auszug 
aus den Versuchsprotokollen. ) 





Angewandte Bakterienmenge N . , +. : YN 
in g Trockensubstanz Wo, rs ks (VEs)oo, Yo, ks Es 


1,24 


0,32 esti Rickdads BP oy 0 | 36 
0,32 "een Meo 190 1,26 | 38 
0.29 1 58 80,0 one 1 iad | 39 
0,32 * eeeeage Boma IPP 1,24 } 84 
0,30 ‘leon iron as 1,82 | 38 


vorliegenden Experimenten eine direkte aerobe Dismutationsleistung 
bis zu 29°, optimal festgestellt, die sich aus dem Verhaltnis (QeEs)co, 
Qo, ergibt. Wie weiterhin aus der Beziehung Q,, : g. zu entnehmen 
ist, liegt der Beschleunigungsfaktor des Acetaldehydumsatzes bei aerober 
Vergarung zwischen 3 und 4, also in einer GréBenordnung, die im Hin- 
blick auf die reaktionsférdernde Wirkung der nascierenden Phasen im 
aeroben Géarablauf mit biologischen Prinzipien durchaus vereinbar 
erscheint. \ 


In einer weiteren umfangreichen Untersuchungsreihe, deren experi- 
mentelle Einzelheiten in dem Abschnitt ,,Systematik des Arbeitsganges‘ 
dargelegt wurden, sind unter Verwendung der zehnfachen Bakteriengabe 


‘ 





Tabelle VI. 
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bei zehnfachem Substratvolumen die bei aerober und anaerober Aldehyd- 
vergérung entstehenden Alkoholmengen quantitativ ermittelt worden. 
Als Garerreger dienten B. ascendens, B. pasteurianum und B. aceti (Hansen), 
und zwar in einer durchschnittlichen Menge von 3,0 g (als Trockensubstanz 
bestimmt), worauf sich im vorliegenden Falle die Q-Werte beziehen. 
Versuchstemperatur 28,0°. Auch vorstehend konnte nur ein durchschnitt- 
licher Auszug aus dem protokollarischen Zahlenmaterial gegeben werden. 

Die in Tabelle VI nach der Zeisel-Methode bestimmten Alkohol- 
werte stellen ein unmittelbares Kriterium fiir die Wirksamkeit des 
dismutierenden Enzyms bei optimaler Luftversorgung dar. Bei diesen 
quantitativen Alkoholbestimmungen ist zu_ beriicksichtigen, daB bei 
optimaler Aeration ein betrachtlicher Teil des dismutativ gebildeten 
Alkohols unter Sauerstoffverbrauch wieder zu Aldehyd dehydriert 
wird, was auf Kosten des zu erfassenden alkoholischen Dismutations- 
anteils geschieht. Unter diesen Umstainden kann eine direkte Fest- 
legung der aeroben alkoholischen DismutationsgréBe von optimal 22°,,, 
wobei de: Alkohol auf Essigsiure umgerechnet und in Beziehung zur 
gebildeten Gesamtessigsiure gesetzt wurde, nicht mehr als biologisch 
bedeutungslos gelten, wie Wieland und Bertho aus ihren Untersuchungs- 
ergebnissen folgern méchten. 

Die Ansicht der Genannten iiber das Wesen der Essiggérung basiert in 
der Hauptsache auf den Resultaten ihrer kinetischen Vergleichsmessungen, 
die bereits in den spaéter ausgefiihrten GroBversuchen durch Bertho selber 
eine entscheidende Modifikation erfahren haben. Eine dahingehende SchluB- 
folgerung hat der Autor allerdings auch in seiner letzten Veréffentlichung 
nicht gezogen, wenn er restimiert: ., Cherhaupt hat sich bei den vorliegenden 
Versuchen nichts ergeben, was irgendwie im Widerspruch mit friiheren 
Beobachtungen stiinde*. 

Wie weiterhin aus den Daten der Tabelle VI hervorgeht, ist auch 
bei den vorliegenden GroBgarversuchen der Dismutationsquotient 
(Wesco, > Yo, im Durchschnitt beachtlich hoch, was die wesentliche 
Mitwirkung des dismutierenden Enzyms bei der Essigsiuregiérung 
anzeigt. Aus dem Verhiltnis Qp,:Q, gibt sich bei optimaler Luft- 
zufuhr ein drei- bis viermal schnellerer Verlauf der Essigsiurebildung 
zu erkennen als unter anaeroben Bedingungen. 


Analytische Ergainzungen. 
Die durch aerobe und anaerobe Acetaldehydvergaérung erhaltene 
Essigsiure wurde als Silbersalz identifiziert. 
Aerob. 0,0382 g Substanz: 0,0248 g¢ Ag. 
CH,.COOAg. Ber.: Ag = 64,65". 
Gef.: Ag = 64,92°,. 


Anaerob. 0,0305 g Substanz: 0,0197 g Ag. 
CH,.COOAg. Ber.: Ag = 64,65°,. 
Gef.: Ag = 64,59°,. 
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Nach Vereinigung der Destillate von mehreren Aldehydgérungen - 
die aeroben und anaeroben Ansatze getrennt wurden nach bekanntem 
Arbeitsgang ausreichende Mengen richtig siedenden Athylalkohols ab- 
geschieden; letzterer wurde auch beiderseits in ein kristallisiertes Derivat, 
den p-Nitrobenzoesaiure-ithylester! iibergefiihrt, der iibereinstimmend den 
in der Literatur angegebenen Schmelzpunkt 57° aufwies; der Mischschmelz- 
punkt zeigte keine Depression. 


Aerob. 0,0503 g Substanz: 0,1020 ¢ CO, und 0,0211 g H,O, 
0,0614 g - 4,09 com N, (20° und 758 mm). 
Anaerob. 00,0497 g sa 0.1011 g CO, und 0.0210 g H,O, 
0,0554 g fe 3,65 ecem N, (25° und 762 mm). 


(,H,O,N. Ber.: C = 55,36%, H = 461%, N = 7,18%. 
(195,08) 

Aerob. Gef.: C = 55,27%, H = 4,66%, N = 7,59%. 
Anaerob. » C= 55.47%, H = 469%, N = 7,37%. 


In vorliegenden Versuchen ist in Ubereinstimmung mit den friiheren 
Befunden von Neuberg und Windisch, Molinari, Simon sowie Neuberg und 
Kobel durch makrometrische Sauerstoff-, Essigsiure- und Alkohol- 
bestimmungen erneut der beachtenswerte Anteil der Dismutation an den 
Vorgangen der Essigsdurebildung unter aeroben Bedingungen erwiesen 
worden. Der Auffassung einer aerob-dismutativen Umwandlung des 
im EssiggérungsprozeB intermediar auftretenden Acetaldehyds stehen, 
wie klargelegt werden konnte, weder in bilanzchemischer, noch in 
energetischer Beziehung irgendwelche Einwande entgegen. Die tiefere 
biologische Bedeutung der dismutativ auftretenden Reduktionsphasen 
beim energetischen Stoffabbau wurde im Gegensatz zur rein oxydativen 
Energiebeschaffung darin erkannt, daB durch die Erzeugung nascierender 
Intermediarstufen im Zellstoffwechsel eine Reaktionsbeschleunigung 
und damit eine Erhéhung der energetischen Leistung hervorgerufen 
wird, wie am Beispiel der aeroben und anaeroben bakteriellen Acet- 
aldehyd-dismutierung gezeigt werden konnte. 

Die fiir die Wielandsche Grundannahme notwendige Voraussetzung 
der Identitét von Essigbakteriendehydrase und -mutase dirfte nach 
den Versuchen Berthos und Simons mit gealtertem Bakterienmatcrial 
sowie mit Acetonpriparaten von Essigbakterien nicht mehr generell 
befriedigen. Die Ergebnisse der vorgenannten Autoren stehen durchaus 
mit der Annahme im Einklang, daB in den Essigbakterien bei der 
Vergirung des alkoholischen Substrats zu Essigsiure zwei zu unter- 
scheidende Fermentprozesse wirksam sind, der eine, welcher den Alkohol 
zu Acetaldehyd dehydriert, der zweite, welcher die Uberfiihrung des 
Acetaldehyds in Essigsiure bewerkstelligt. Ob bei letzterem Vorgang 


1 BE. Buchner u. J. Meisenheimer, Ber. 38, 625, 1905. 
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wiederum zwei verschiedene Enzyme tatig sind, eine Aldehydrase 
und eine Aldehydmutase, ist bisher noch nicht experimentell ent- 
schieden. Teleologisch méchte man der Auffassung zuneigen, daB fiir die 
Katalysierung ein und desselben Prozesses nur ein Enzym in Betracht 
kommen sollte. Dieses eine Enzym kénnte aber nur die Aldehydmutase 
sein, welche unter aeroben Bedingungen im Zusammenwirken mit der 
Alkoholdehydrase die quantitative Umwandlung des halftig zu Alkohol 
dismutierten Acetaldehyds in Essigsiure zu vollfiihren vermag, wie 
bei der Darlegung des dismutatischen Reaktionschemismus gezeigt 
wurde. Die alleinige Wirksamkeit einer Aldehyd oxydierenden Alde- 
hydrase dagegen wiirde fiir das aerogene Auftreten von Athylalkohol 
bzw. fiir das Ergebnis (Qr)oo, :Qo, > 1 keine enzymatische Er- 


klarung bieten. 


Alles spricht dafiir, daB den dismutierenden Enzymen auch im 
oxybiontischen Geschehen eine wesentlichere und allgemeinere bio- 
logische Bedeutung beizumessen ist, als vom bisherigen Standpunkt 
der Stoffwechselkonomie und Reaktionskinetik vertretbar erschien. 
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Uber die Ammoniakbildung im Schildkrétenblute. 


II. Mitteilung: 


Die Bildung eines phenolartigen Kérpers, welche die Ammoniakbildung im 
himolysierten Schildkrétenblut begleitet. 


Von 
W1!. Mozolowski und T. Mann. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1932.) 


In einer friiheren! Mitteilung haben wir iiber die Ammoniak- 
bildung berichtet, welche im hamolysierten Schildkrétenblut vor sich 
geht. Die Besonderheit dieser Desaminierung bestand darin, daB im 
Schildkrétenblut eine Ammoniakbildung von besonderer Héhe (10 bis 
15 mg-°,, NH,-N) beobachtet wurde, wenn das Blut himolysiert war, 
im nichthamolysierten Blute dagegen ausblieb; ferner darin, daB diese 
groBe Ammoniakbildung durch Zusatz von Borat nicht ghemmt wurde ?®. 
Als Quelle dieser Ammoniakbildung kamen die Aminopurinbasen, die 
in viel zu geringer Menge zugegen waren, nicht in Betracht. Es wurde 
festgestellt, daB die Bildung von nichtkolloider Stickstoffverbindung 
der Ammoniakspaltung vorausgeht. 

Wir haben uns bemiiht, durch Bestimmung verschiedener Stick- 
stofffraktionen auf die Spur der Herkunft des Ammoniaks zu kommen. 
Es konnte festgestellt werden, daB weder Harnstoff noch amidartige 
Verbindungen die Muttersubstanz des abgespaltenen Ammoniaks sein 
konnten. Bei der Ausfiihrung von Kreatinbestimmungen (als Kreatinin 
nach Folin) wurde beobachtet, daB die in alkalischen Pikratlésungen 
entwickelte Farbung einen anderen Farbton hatte als die der Standard- 
lésung; in Verfolgung dieser Beobachtung fanden wir, daB im eiweib- 
freien Filtrat von Schildkrétenblut, welches nach Hamolyse stundenlang 
aufbewahrt worden ist, ein Kérper enthalten ist, der nach Alkalisierung 


! Diese Zeitschr. 249, 161, 1932. ‘ 
2 Im Gegensatz zur Ammoniakbildung in allen anderen untersuchten 
Blutarten. 
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in einen roten Farbstoff iibergeht. Dieser Korper ist ferner dadurch 
gekennzeichnet, daB er mit Eisenchlorid eine blaugriine Reaktion gibt. 
Der Zusammenhang der blaugriinen Phenolreaktion mit dem K6rper, 
der nach Alkalisierung in einen roten Farbstoff iibergeht, ergibt sich 
aus Folgendem: 

Wenn man das eiweiBfreie Filtrat alkalisiert und den entstandenen 
Farbstoff abfiltriert oder abschleudert, so ergibt weder der farbige 
Niederschlag, noch das Filtrat die blaugriine Reaktion, wenn sie nach 
Ansauerung oder Auflésung in Séure mit Eisenchlorid versetzt werden. 
Der Korper, der durch die hier beschriebenen Reaktionen gekennzeichnet 
ist, scheint eine stickstofffreie Verbindung zu sein. Der Farbstoff, 
der nach Alkalisierung des Blutfiltrats beobachtet wird, ist rosenrot, 
lést sich in starken Séuren mit gelber Farbe auf und ist in alkalischen 
und neutralen Fliissigkeiten unléslich. 

Weder im frischen Schildkrétenblut noch in Blutproben, die ohne 
Hamolyse aufbewahrt waren, ist die Kisenchloridreaktion oder Farbstoff- 
bildung festzustellen; auch laBt sie sich im Menschenblut nicht beob- 
achten, wenn dieses -—— hamolysiert oder nicht hamolysiert — auf- 
bewahrt ist. Die Entstehung dieses phenolartigen K6érpers scheint, 
wie die grobe Ammoniakbildung nach Haimolyse, eine Eigentiimlichkeit 
des Schildkrétenblutes zu sein. 

Handelt es sich dabei um eine oxydative Desaminierung! Wir 
haben Schildkrétenblut nach Entgasung (bis zum Verschwinden des 
Oxyhamoglobinspektrums) himolysiert und dann unter LuftabschlubB 
aufbewahrt: die Eisenchloridreaktion, die Bildung des Farbstoffs und 
die groBe Ammoniakbildung traten trotzdem auf. 

Wir teilen diese Beobachtungen mit und vermuten, daB die 
Ammoniakbildung nach Hamolyse des Schildkrétenblutes mit der 
Desaminierung einer aromatischen Aminosdure oder ihres Polypeptids 
verbunden ist, und daB dabei der phenolartige Kérper, dessen Reaktionen 
wir hier mitteilen, gebildet wird. 


Herrn Prof. Parnas danken wir fiir die uns bei dieser Arbeit erwiesene 
Unterstiitzung. 
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Standardisierung von Sekretin. 


Von 
0. Wilander und G. Agren. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts 
zu Stockholm.) 


(Eingegqangen am 8, Juni 1932.) 
ges { 


Versuche zur Standardisierung des Sekretins hat man, so lange 
dieses Hormon iiberhaupt bekannt war, also schon seit dem Jahre 1902. 
angestellt. Als wir im Jahre 1927 mit Sekretin zu arbeiten begannen, 
war die Ausarbeitung einer méglichst raschen, genauen und bequemen 
Standardisierungsmethode eine der wichtigsten Aufgaben. In einer 
friiheren Arbeit (1) wurden bereits gewisse Richtlinien angegeben, die 
seitdem weiter ausgebaut worden sind. 


Bei einem Uberblick iiber die alteren verwendeten Methoden findet 
man, das Bayliss und Starling (2) hier ebenso wie hinsichtlich der Prapara 
tionsarbeit vorbildlich gewesen sind. Sie priiften ihre Praparate an Hunden, 
denen eine Kaniile im Pankreasgang angebracht worden war, und regi- 
strierten dann die Tropfenanzahl im Chymographen; also eine Art Volumen- 
messung. Die gleiche Methode benutzten Wertheimer (3), Stepp (4) und 
Carlsson (5). Letzterer leitete jeden Versuch damit ein, daB er eine bestimmte 
Menge eines Praparats einspritzte und erzielte dann mit diesem Praparat 
im weiteren Verlauf der Versuche dieselben Resultate. Der Tropfen- 
registrierungsmethode bedienten sich auch Metivet (6), Parson (7), Wea- 
wer (8) u.a. Eine ganze Reihe Forscher, von Fiirth (9), Delezenne (10), 
Lannoy (11), Babkin (12) und Mellanby (13) haben eine Modifikation der 
obigen Methode, bestehend in einer direkten Messung des Volumens aus 
der Kaniile, angewendet. Jvy (14) benutzte Hunde mit Fisteln und definiert 
seine Dosis, die er als Schwellendosis bezeichnet, als diejenige Materialmenge. 
welche eine Steigerung von 0,4ccm in 10 Minuten, verglichen mit einer 
vorhergehenden 10-Minutenperiode, gibt. Ebenso standardisierte Still (15) 
seine Préparate an Hunden mit kontinuierlicher Sekretion. Als normale 
kontinuierliche Sekretion nahm er einen Tropfen in 4 Minuten an. Danach 
spritzte er ein Standardpraparat ein und ma8 den Saft, bis die Sekretion 
wieder auf das vorgenannte Ma8 zuriickgegangen war. Er verglich dann 
mit dieser Standardwirkung die Einwirkung verschiedener Praparate. 


Soweit wir haben finden kénnen, hat man sich nirgends des aus dem 
Pankreas abgesonderten Alkalis bedient, um Sekretinpriaparate zu 
standardisieren. Dagegen ist die Alkaleszenz und Zusammensetzung 
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des Sekrets nach Sekretininjektion studiert worden. Bayliss und 
Starling (1) zeigten, daB es gegen Phenolphthalein alkalisch reagierte. 
Terroine und Morel (16) wiesen an Hunden nach, daB sich die Alkaleszenz 
um etwa n/8 herum hielt. Nach 2 Stunden ununterbrochener Sekretion 
durch wiederholte Sekretininjektionen war die Alkaleszenz nur 20°. 
gesunken. Dasselbe zeigte Lalou (17). Anrep (18) hob hervor, daB die 
Abnahme der Alkaleszenz auf die Priparationsmethode des verwendeten 
Sekretins (HCI-Extrakt) der Darmschleimhaut zuriickgefiihrt werden 
kénne. Hammarsten und Jorpes (19) zeigten an Katzen, daB die Alkali- 
reserve im Blute durch eine kontinuierlich unterhaltene Sekretion nicht 
nennenswert beeinfluBt wurde, daB aber py in der Driisensubstanz 
sank. Zuletzt bewies Ball (20), daB Alkali und Saure intravenés keine 
Einwirkung auf py des Saftes, wohl aber auf das Gesamtalkali hatten. 
Die notwendigen Mengen Saéure und Alkali waren jedoch so groB, dab 
dies keine Bedeutung fiir eine Sekretinstandardisierung haben kann. 
Diese Stabilitat in der Alkaleszenz des Pankreassaftes legte es 
natiirlich nahe, das aus der Driise abgesonderte Alkali als ein Mai 
fiir die Starke der Sekretion zu verwenden. Wir haben daher 
diesen Umstand uns bei der Ausarbeitung der folgenden Methode 
zunutze gemacht. 

Zur Priifung unserer Praparate haben wir immer Katzen verwendet. 
Diese muBten vor Beginn der Versuche 24 Stunden hungern. Die Tiere 
wurden mit Urethan narkotisiert, das subcutan -—- 1'/,g pro Kilo- 
gramm — eingespritzt wurde. Zu dieser subcutanen Urethanapplikation 
haben wir uns einer 50°, igen Lésung bedient. Die Lésung muB frisch 
hergestellt sein, da sie, wenn man sie stehen la8t, leicht verandert und 
abgeschwacht wird. Im allgemeinen stellt sich die optimale Wirkung 
erst 1'/, bis 2 Stunden nach der Injektion ein, weshalb wir, um Zeit 
au gewinnen und die Narkose zu beschleunigen, die Katzen '/, Stunde 
nach der Injektion genommen und mit Ather betaubt haben. Die 
Narkose tritt dann rasch ein, und die Katzen bleiben nach dem Betauben, 
ohne erneute Zufuhr von Ather, anhaltend reflexlos. Eine so behandelte 
Katze kann dann, wenn sie vor allzu groBem Warmeverlust geschiitzt 
wird, ohne Schwierigkeit 12 bis 15 Stunden benutzt werden. In einzelnen 
Fallen haben wir in dieser Weise behandelte Katzen bis 24 Stunden 
verwendet. Anfangs versuchten wir durch intraperitoneale Injektion 
einer gleichen Menge Urethan in schwacherer Lésung eine raschere 
Narkose zu erzielen. Die Narkose kam zwar rascher zustande, aber die 
lokale Wirkung auf das Pankreas schadigte dieses und verringerte seine 
sekretorische Faihigkeit oder hob diese ganz auf, weshalb wir diese 
Methode aufgeben muBten. 

Nach dem Einschlafern wurile die Katze auf einen Operationstisch 
gebunden und der Bauch mit einem etwa 5cm langen Schnitt in der 
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Mittellinie geéffnet, das Duodenum wurde hervorgeholt und durch 
einen 2 bis 2'/, cm langen Einschnitt gedffnet, so dab die Papilla Vateri 
deutlich sichtbar und zuginglich wird. Danach wird der Bauch bis auf 
einen kleinen Schlitz, aus dem der geéffnete Darmteil hervortritt, 
geschlossen. Unmittelbar nach dem Offnen des Darms pflegen infolge 
des mechanischen Reizes einige Tropfen Galle und Pankreassaft heraus- 
zukommen, aber diese Sekretion nimmt nach ein paar Minuten ab. 
Wenn der Darm mit in lauwarmer Ringerlésung getauchter Watte 
rein gewischt ist, pflegt jede Sekretion aufzuhéren, und die 
Papilla Vateri ist vollkommen trocken. Dieses Fehlen jeder Sekretion 
zu Beginn des Versuchs wird nur durch 24stiindiges Fasten des Tieres 
vor dem Versuch erreicht. Verwendet man namlich die Tiere nach 
einer Mahlzeit oder nach nur kurzem Fasten, so erfolgt nach dem 
Offnen des Duodenums eine verschieden starke, ununterbrochene 
Sekretion aus der Papille, was die Versuchsresultate hochgradig 
unklar macht und die Beurteilung der Wirkung des Sekretinpraparats 
erschwert. 

Nachdem das Duodenum frei gelegt ist, seziert man die auBere 
Vene des einen Beines hervor, in welche dann das Praparat injiziert 
wird. Jeder Versuch wird mit einer Injektion eines in Wasser gelésten 
Standardpraparats (15 mg) eingeleitet. Dieses Praparat, das wir als 
Trockenpraparat aufbewahren, haben wir 5 Jahre verwendet und keiner- 
lei Veraénderungen in dessen Starke wahrnehmen kénnen. Nachdem 
das Standardpraparat eingespritzt worden ist, wird 1 cem Ringer, 37° C, 
injiziert. Die Nachinjektion der Ringerlésung verringert teils die 
Thrombosenbildung im GefiB, teils verhindert sie, daB ein Teil der 
eingespritzten Sekretinmenge zuriickbleibt und so in der auBeren Vene 
langsamer resorbiert wird, in welcher ja infolge des Stilliegens des 
Tieres die Zirkulation leicht verschlechtert wird. AuBerdem werden 
dadurch die Fliissigkeitsverluste ersetzt, welche das Tier im Verlauf 
des Versuchs erleidet. Nach 1'/, bis 2 Minuten beginnt im allgemeinen 
die Sekretion aus der Papille. Diese setzt in der Regel ziemlich heftig 
mit einem kraftigen AbfluB von Pankreassaft ein, der allmahlich ab- 
nimmt und schlieBlich ganz aufhért. Die Dauer der Sekretion wechselt 
ziemlich, was zu einem gewissen Grade von der injizierten Sekretinmenge 
abhangt, ist aber auch bei verschiedenen Tieren individuell verschieden. 
In unseren Versuchen haben wir den Pankreassaft wihrend der ersten 
10 Minuten nach Beginn der Sekretion mit Zylindern aus getrocknetem 
und gewaschenem Filtrierpapier aufgesogen. Der Grund, daB wir 
den Pankreassaft nur wahrend der ersten 10 Minuten aufgesogen 
haben, ist der, daB, wie wir gefunden haben, wahrend dieser Zeit der 
hauptsachlichste und gréBte Teil der Sekretion stattfindet. Die Sekretion 
kann zwar 15 bis 20, ja sogar 30 Minuten fortdauern, macht aber in der 
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Regel nur einen geringen Teil von derjenigen wahrend der ersten 
10 Minuten aus. Die Versuche haben auch ergeben, daB das Aus- 
schlieBen dieser spateren Sekretionsperiode keinerlei Bedeutung fiir die 
Standardisierung hat. Ein Umstand, der auBerdem dazu beigetragen 
hat, daB wir das Aufsaugen des Pankreassaftes auf 10 Minuten beschrankt 
haben, ist, daB die von uns als Einheit (siehe unten) genommene Sekretin- 
menge im allgemeinen gerade eine Sekretion bewirkt, die 10 Minuten 
andauert. Die den aufgesogenén Saft enthaltenden Bauschchen werden 
mit einem Uberschu8 an n/10 HCl ausgelaugt, gekocht und mit n/10 
NaOH zuriicktitriert, wobei ein A jeldahl-Indikator (Methylrot-Methylen- 
blau) verwendet wird. Fiir die verbrauchte Menge HCl, im allgemeinen 
0,6cem fiir 15 mg Standard, haben wir die Bezeichnung ,,Salzsaure- 
wert’ benutzt. 

Da man in der Literatur ab und zu Angaben findet, welche darauf 
hindeuten, daB man bei Versuchstieren, vor allem Katzen, selbst 
wahrend der Narkose mit stark hemmenden Impulsen seitens des Grob- 
hirns rechnen kann, haben wir auch vergleichende Versuche mit Tieren 
angestellt, die, wie oben erwahnt, behandelt worden waren, und mit Tieren, 
die nach der Methode von Sherrington dezerebriert worden waren. Wir 
haben dabei keinerlei Vorteil in der Verwendung dezerebrierter Tiere 
feststellen kénnen, diese haben sich vielmehr fiir unsere Zwecke als 
weniger geeignet erwiesen. Die Enthirnung macht teils eine gréBere 
Apparatur mit Anordnungen fiir kiinstliche Atmung usw. notwendig, 
teils haben wir gefunden, daB bei den so behandelten Tieren leichter 
Zirkulationsstérungen mit Lungen- und Herzschwache auftreten. 
Man erhalt infolgedessen ungleichmaBigere Sekretionsresultate, und 
wir haben daher von der Enthirnung abgesehen. 

Es stellte sich bei unseren Versuchen heraus, daB dieselbe Katze 
inimer mit derselben Sekretion auf eine bestimmte Dosis Sekretin 
reagierte. Wurden die injizierten Sekretindosen variiert, so wechselten 
auch die Salzsiurewerte, und zwar nahezu proportional der Steigerung 
oder Verminderung der Dosis. Um dieses Verhalten naher zu unter- 
suchen, priften wir an einer Anzahl Katzen dasselbe Praparat in 
wechselnden Mengen (siehe Tabelle I). 

Die Katzen sind numeriert 1, 2, 3, 4, 5, 6. 

K = ein Praparat, das nach einer in einer vorhergehenden Arbeit 
beschriebenen Methode hergestellt worden ist. 


Es ergab sich, daB die Katzen auf ein und dieselbe Sekretinmenge 
inividuell verschieden reagierten. So lieferte die Katze Nr. 6 einen 
Salzsiurewert von 1,00 auf 15 mg Standard, wahrend Nr. 4 nur einen 
Wert von 0,20 gab. Dagegen hatte eine Steigerung der injizierten 
Sekretinmenge bei allen Katzen eine nahezu proportionale Erhéhung 
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Tabelle J. 





Salzsiure wert 





Priparatmenge — ; 
Katze Nr.1 Katze Nr.2 Katze Nr.3 Katze Nr.4| Katze Nr.5 Katze Nr. ti 


Standard 15 mg 0,50 0,60 0,60 0,20 0,55 1,00 
K010 , _ ~ - _ -- 0,10 
K 0,20 , 0,10 0,10 0,10 0,10 0,20 
K 0,60 , 0,25 0,35 0,30 0,10 0,35 0,50 
K 080 , 0,20 | 0,50 0,50 0,15 0,45 0,80 
K 160 , 0,80 1,00 0,90 035 | 0,95 1,50 
K 3,20 1,40 1,70 1,85 0,60 1,45 2,50 
K 4,60 2.00 2,10 2,50 0,85 2.2 2,70 


des Salzsiurewertes im Gefolge. Diese Proportionalitét zwischen den 
Variationen in der Sekretinmenge und im Salzséiurewert fand nur inner- 
halb eines bestimmten begrenzten Gebietes statt. Spritzt man namlich 
den Tieren Sekretinmengen ein, welche einen héheren Salzsiurewert 
als 2,00 geben sollten, so andert sich diese Proportionalitaét und man 
bekommt Salzsiurewerte, welche niedriger sind, als zu erwarten war. 
Daraus geht ferner deutlich hervor, daB, wenn die eingespritzte Sekretin- 
menge geringer ist als die, welche bei dem betreffenden Tiere den Salz- 
siurewert 0,1 geben sollte, die Sekretion ausbleibt. Mit diesen Ver- 
haltnissen als Ausgangspunkt diirfte sich ja der Gehalt an wirksamem 
Material in den verschiedenen Sekretinpraparaten bestimmen lassen, 
wenn nur jeder Versuch mit einer Injektion eines Standardpraparates 
eingeleitet wird und so die individuelle Reaktionsweise der Katzen 
gegen Sekretin bestimmt wird. Die Voraussetzungen dafiir, daB diese 
Resultate erhalten werden, sind teils dab, wie bereits erwahnt worden 
ist, die Tiere gegen allzu groBe Warmeverluste geschiitzt werden, teils 
daB der Blutdruck wahrend des Versuchs méglichst konstant gehalten 
wird. Ersteres wurde in unseren Versuchen dadurch erzielt, daB die 
Katzen auf einen Operationstisch gelegt werden, dessen Platte mittels 
elektrischer Glihbirnen, die in einer Warmekiste unter demselben 
angebracht sind, warm gehalten werden. Letzteres, d.h. die Ver- 
hinderung allzu groBer Variationen im Blutdruck, kann nur durch 
Vermeidung von Substanzen im eingespritzten Praparat erreicht 
werden, welche den Blutdruck beeinflussen. Sinkt namlich der Blut- 
druck in starkerem MaBe, so wird die Sekretion aus dem Pankreas 
sofort schlechter und entspricht nicht mehr der Menge des eingespritzten 
Sekretins. Um dies zu kontrollieren, kann man ja den Blutdruck direkt 
ablesen. Der Einfachheit halber pflegen wir wahrend der Standardi- 
sierungsversuche den Salzsivrewert, der mit 15 mg Standard erhalten 
wird, ein paar Mal zu verschiedenen Zeiten zu bestimmen und schlieBen 
den Versuch immer mit einer solchen Priifung ab. Erhalt man dabei 
dieselben Salzsiurewerte wie zu Beginn des Versuchs, dann ist cer 
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‘ 
Blutdruck deutlich immer zufriedenstellend gewesen, und der Zustand 
des Tieres im iibrigen hat sich nicht wesentlich verschlechtert. 

Um die oben gefundenen Verhaltisse noch genauer zu untersuchen 
und um zu erforschen, ob die dort gefundenen, regelmaBigen Variationen 
der Salzsiurewerte im Verhialtnis zur eingespritzten Sekretinmenge 
auch fiir andere Sekretinpraparate als die oben verwendeten Giiltigkeit 
haben, erprobten wir an den vorerwaihnten Katzen ein fiir jede Katze 
verschiedenes Praparat in wechselnden Mengen. Die Resultate sind 
aus nachstehenden Tabellen ersichtlich. 


“Tabelle 11, 
Katze Nr. l. Abs. Alkoholextrakt an K. 





Menge inmg...... 0,02 0,06 0, 
Salzsiurewert. ..... 0,10 0,55 0, 


Tabelle Il]. 
Katze Nr. 2. Rohsekretin (s. vorhergehende Arbeit). 





Menge inmg...... 6,0 10 14 16 20 
Salzsaurewert . : 0,30 0,55 0,65 0,70 0,95 


Tabelle IV. 
Katze Nr. 3. 95° ,iger Alkoholextrakt an Rohsekretin. 





Menge inmg...... 5,0 7,5 10 15 20 
Salzsaurewert. ..... 0,30 0,40 0,65 0,80 1,10 
Tabelle V. 


Katze Nr. 5. Rest nach abs. Alkoholextrakt an K. 





Menge inmg ..... 0,05 010 | 0,13 0,25 0,30 
Salzsaurewert. ... . j 0,15 0,35 | 0,40 0,80 | 1,00 


Tabelle VI. 
Katze Nr. 6. Rohsekretin. 





Menge inmg... / 


hee 5,0 5 15 20 30 
Salzsaurewert . ..... 0,30 4 


7, 
0,45 1,00 1,40 1,8 


Auch hier sieht man mit wiinschenswerter Deutlichkeit die Pro- 
portionalitat zwischen den Salzséurewerten und der verwendeten 
Sekretinmenge. Die Abweichungen von dem berechneten Wert in den 
einzelnen  Bestimmungen nach graphischer Berechnung betragen 
héchstens 20°/,. Dieser Fehler laBt sich jedoch bedeutend verringern, 
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wenn mehrere Bestimmungen gemacht werden und eine annahernd 
exakte Schatzung der Wirkung des Praparats erhalten wird. 

Bei unseren fortgesetzten Reinigungsversuchen haben wir die 
Menge wirksamer Substanz in unseren Praiparaten durch Angabe der 
Anzahl Sekretineinheiten ausgedriickt. Als Einheit bezeichnen wir 
die Sekretinmenge, welche den Salzsaiurewert 0,1 an einer Katze gibt, 
die mit dem Salzsiurewert 0,6 auf 15 mg Standardpriparat reagiert. 

Mit der mitgeteilten Methode haben wir 3 Jahre lang zu- 
friedenstellende Resultate erzielt und haben wahrend dieser Zeit 
keine einzige frische Katze gefunden, deren Reaktion gegeniiber 
variierenden Sekretinmengen von der eben geschilderten abgewichen ist. 

Zusammen mit E. Hammarsten und E.Jorpes haben wir in der 
letzten Zeit einen Reinheitsgrad erreicht, bei welchem das Praparat 
eine Dosis in 0,006 mg (mittelschwere Katze) enthalt. Die aktive 
Substanz verhalt sich wie eine Base. Wir haben indessen keinen end- 
giltigen Beweis gegen die Auffassung liefern kénnen, daB das Sekretin 
ein Peptid sei. Es enthalt kein Histamin und bewirkt demgema8 keine 
Senkung des Blutdruckes. Schon unser Rohsekretin hat keine Ein- 
wirkung auf die Austreibung von Galle. 
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Zur Kenntnis der biologischen Wirkung des Arsenats'. 


Il. Mitteilung: 
Einflu8 von Arsenat auf die Phosphorylierung durch Muskelgewebe. 


Von 


L. R. Subkowa und A. E. Braunstein. 


(Aus dém Biochemischen Institut des Volkskommissariats fir Gesundheits- 
wesen, Moskau.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1932.) 


In der vorangehenden Mitteilung ist gezeigt worden, da Arsenat 
in glykolysierendem Blut die Resynthese von organischen Phosphor- 
siureverbindungen aus dem _ hydrolytisch abgespaltenen Phosphat 
behindert. 

Neuberg und Kobel? haben festgestellt, daB m/50 Arsenat der 
Phosphorylierung durch Hefenpraparate (Toluol- und Trockenhefe, 
Mazerationssaft) entgegenwirkt: zu einem Zeitpunkt, wo in den Kontroll- 
proben das Phosphat nahezu vollstandig verestert war, enthielten die 
Arsenatansatze noch betrachtliche Mengen von anorganischem Phosphat. 
In den Versuchen von Neuberg und Kobel, ist der weitere Abbau 
der entstehenden Hexosephosphorsdureester nicht durch besondere 
MaBnahmen ausgeschlossen, und das Zuriickbleiben der Veresterung 
in Gegenwart von Arsenat konnte sowohl durch eine Stimulierung 
der Esterspaltung im Sinne der Harden-Meyerhofschen Theorie des 
Arsenateffektes* als durch eine Hemmung der Phosphorylierung erklart 
werden. Ein gleiches trifft fiir die Beobachtungen von Braunstein iiber 
die Hemmung der Resynthese im Blute zu. In der ersten Mitteilung 
wurde die Anschauung ausgesprochen, da das Arsenat in den Hexosen- 
abbau bei dem Veresterungsvorgang eingreift, und zwar indem es mit 
dem Phosphat um die Hexose konkurriert, mit welcher es einen labilen 
Ester bildet, wihrend das hierbei verdrangte Phosphat in anorganischer 


' [. Mitteilung: A. FE. Braunstein, diese Zeitschr. 240, 68, 1931. 

2 C. Neuberg u. M. Kobel, ebendaselbst 174, 493, 1926. 

3 4. Harden, Alcoholic Fermentation 4 Ed., 1932; O. Meyerhof, Die 
chemischen Vorgéinge im Muskel, Berlin 1930. 
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Form zuriickbleibt. Zur Priifung dieser Annahme war es wichtig, 
das Verhalten der Phosphorylierung gegeniiber Arsenat an einem 
System zu untersuchen, wo der weitere Zerfall der Phosphorsiureester 
ausgeschaltet ware und wo demnach ein Zuriickbleiben der Phosphat- 
abnahme unzweideutig eine Stérung des Phosphorylierungsvorgangs 
anzeigen wiirde. 

Ein derartiges System steht uns im Muskelgewebe zur Verfiigung, 
in dem der Zerfall der Hexosephosphate durch Zusatz von Fluorid 
unterbunden werden kann, ohne da8 die Phosphorylierung beein- 
trichtigt wird (Embden und Mitarbeiter!, Huler, M yrbdck und Karlsson?, 
Meyerhof*); der Einflu8 von Arsenat auf die Phosphorylierung im 
Muskel war auch deshalb von besonderem Interesse, weil Versuche 
von Meyerhof* iiber den ,,Arsenateffekt’’ hauptsachlich an Muskel- 
geweben ausgefiihrt worden sind. 

Wir haben das Verhalten der Phosphatveresterung in Gegenwart 
von Arsenat in Muskelbrei und in Muskeltrockenpulver gepriift, das 
sich nach Euler und Mitarbeitern® sowie Bodndr und Tanké® sehr gut 
fiir Phosphorylierungsversuche eignet. Die Wiederaufspaltung der 
gebildeten Hexosephosphate wurde durch Zusatz von Natriumfluorid 
verhindert; es ist fiir unsere Fragestellung belanglos, ob die physio- 
logischen Hexosephosphorsdureester unter diesen Bedingungen in 
einen sdurestabilen Ester I umgelagert werden’. 


Methodisches. 


Der Muskelbrei wurde aus der Brustmuskulatur soeben entbluteter 
Tauben durch rasches Zerkleinern mit der Schere auf eisgekiihlter Platte 
bereitet. Als Muskelpulver diente das nach Neuberg und Simon ® hergestellte 
Acetonatherpraparat aus Taubenmuskeln: 0,25 g Muskelpulver entsprechen 
1 g Muskelbrei; das Glykogen wurde nach Rona und van Eweyk* hergestellt, 


1 G. Embden u. E. Lehnartz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 134, 243, 1924; 
G. Embden, A. Abraham u. H. Lange, ebendaselbst 136, 308, 1924; G. Embden 
u. C. Haymann, ebendaselbst 1387, 154, 1924; A. Abraham u. P. Kahn, 
ebendaselbst 141, 161, 1924. 

2 H.v. Euler, K. Myrbaéck u. S. Karlsson, ebendaselbst 148, 453, 1925. 

3 O. Meyerhof, diese Zeitschr. 178, 453, 1926; F. Lipmann, ebendaselbst 
196, 3, 1928. 

4 Derselbe, Pfliigers Arch. 188, 114, 1921; diese Zeitschr. 183, 197, 
1927; O. Meyerhof u. K. Lohmann, ebendaselbst 185, 113, 1927. 

5 H.v. Euler u. S. Proffe, Svensk. Kem. Tidskr. 39, 295, 1927; 
H.v. Euler, E. Brunius u. S. Proffe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 177, 170, 
1928. 

® J. Bodnar u. B. Tanko, diese Zeitschr. 210, 143, 1929; 280, 228, 1931. 

7 K. Lohmann, ebendaselbst 222, 324, 1930. 

8 C. Neuberg u. E. Simon, sbendaselbst 156, 371, 1925. 

* P. Rona u. van Eweyk, ebendaselbst 149, 174, 1924. 
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das Magnesiumhexosediphosphat nach Neuberg und Sabetay'. Die Be- 
stimmung des anorganischen Phosphats erfolgte nach der Methode von 
Lohmann und Jendrassik*; die arsenathaltigen Proben wurden sofort nach 
Entnahme aus dem Wasserbad kolorimetriert (vgl. Braunstein®; dabei 
betragt, wie Kontrollversuche zeigten, bei dem in diesen Versuchen vor- 
liegenden Verhaltnis der Konzentrationen von Phosphat und Arsenat die 
Korrektur fiir das letztere im Héchstfall 2%). 

Die Versuche bestanden aus Serien von Proben, enthaltend je 0,25 ¢ 
Muskelpulver, oder 2 g Muskelbrei (die verdoppelte Menge wurde wegen der 
schwacheren Phosphorylierungsfahigkeit des Muskelbreies verwendet), mit 
Zusatz von Dinatriumphosphat (1 °,ige Lésung), Glykogen (24 bis 30 mg) 
oder Magnesiumhexosediphosphat (1- bis 2°,ige Lésung), Natriumfluorid 
(1- bis 2° ige Lésung) und Natriumarsenat, von dem m/1000, m/500 und 
m/200 (Endkonzentration in der Gesamtprobe) zur Anwendung gelangte. 
Die jeweilige Zusammensetzung der Proben ist aus den Tabellen zu ersehen. 
Die Anfangsproben wurden sofort mit 25°,iger Trichloressigséure gefallt, 
die iibrigen Proben nach Aufenthalt im Thermostaten bei 37°. Die Analysen- 
resultate sind in Milligramm P,O; pro 1 g Muskelgewebe berechnet. 


Experimenteller Teil. 


Durch spezielle Kontrollversuche konnten wir uns iiberzeugen, dab 
unter unseren Versuchsbedingungen keine Aktivierung der Phosphat- 
abspaltung durch das Arsenat in Frage kommt, und zwar ebensowenig fiir 
die Aufspaltung der im Muskelgewebe vorgebildeten Phosphorsaure- 
verbindungen wie fiir die Spaltung von zugesetztem Hexosediphosphat. 
In Gegenwart der angewendeten Fluoridkonzentrationen findet im Muskel- 
brei kein Zerfall vorgebildeter oder zugesetzter Phosphorsdureester statt. 
und ein solcher wird auch durch m/200 Arsenat nicht hervorgerufen (Ta- 
belle I, Versuch 1). Ubrigens wurde auch in flucridfreiem Muskelbrei in 
unseren Versuchen durch Arsenat keine merkliche Beschleunigung der 
Dephosphorylierung von Hexosediphosphat bewirkt (Tabelle II). 

In ganz frischem Muskelbrei und besonders im Muskelpulver erfolgt 
in Gegenwart von Fluorid auch ohne Zusatz von Glykogen eine starke 
.Abnahme des anorganischen Phosphats, wohl durch Veresterung mit den 
EFigenkohlenhydraten des Muskelpraparats; durch Zusatz von Magnesium- 
Hexosediphosphat wird diese Abnahme nicht beeinfluBt. Auf diese ,,.Eigen- 
phosphorylierung** iibt Arsenat einen sehr kleinen hemmenden EinfluB 
aus, dessen Ausma8 durch den Zusatz von Hexosediphosphat nicht ge- 
steigert wird (Tabelle I, Versuch 2, und Tabelle IT). Wir sind demgema8 zu 
dem SchluB8 berechtigt, daB der Zusatz von Fluorid eine Aktivierung der 
Phosphatabspaltung durch das Arsenat mit Sicherheit auszuschlieBen 
gestattet. 

Wird nun die Veresterung von anorganischem Phosphat durch Muskel- 
brei oder Muskelpulver unter Zusatz von Glykogen untersucht, so zeigt 
sich, daB die Phosphatabnahme durch m/200 Arsenat deutlich gehemmt 
wird; m/500 und m/1000 Arsenat haben dieselbe Wirkung, wenn auch in 
etwas schwiicherem MaBe. Mit Muskelbrei, in dem ohne Fluorid nur eine 


' ©. Neuberg u. S. Sabetay, diese Zeitschr. 161, 240, 1925. 
K. Lohmann u. Jendrassik, ebendaselbst 178, 444, 1926. 
A. 


E. Braunstein, ebendaselbst 240, 68, 1931. 
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Tabelle 1. 


EinfluB von Arsenat auf die Phosphatabspaltung in Muskelbrei und 


Muskelpulver. 





A > 


leem 1 °;9ige Nay H PO,g-Lésung 
+ 2g Muskelbrei* + 1 ecm 








B. 


Wie A., mit lL eem 2° »iger 





Versuch Zeit 2° oige Na ¥-Liésung + H,O Mg-Hexosediphosphatlisung 
(Gesamtvolumen = 5 cem) 
ohne Arsenat mit m 200 Arsenat ohne Arsenat mit m 200 Arsenat 
Nr. Std. Anorg. P2 0;, mg pro 1 g Muskel 
1 0 4,76 4,60 4,63 4,76 
1 4,16 4,70 4,06 4,16 
3 4,50 4,50 4,06 4,50 
6 4,50 4,50 4,50 4.50 
24 4,27 4.27 5,20 4,70 
A. B 
1 cem 1 °/sige Nag H PO,-Lisung 
Versuch Zeit + 0,25 g Muskelpulver + 1 cem Wie A., mit 1 cem 2 °/iger 
1 °/pige Na F-Lésung + H2O Mg-Hexosediphosphatlisung 
(Gesamtvolumen = 5 cem) 
Nr. Std. ohne Arsenat mit m 200 Arsenat ohne Arsenat mit m 200 Arsenat 
2 0 4,00 - 4,05 4,16 
1 2,48 2,90 2,13 2,64 
3 2,41 2,82 2.31 2,82 
6 2,28 2,87 2,38 2,82 
24 3,47 3,69 3,78 3,33 


* Etwas gealterter Muskelbrei, der vor dem Versuch 2 Stunden ohne Zusatz bei Zimmer 
temperatur stehengelassen wurde, um die Wirkung der .Phosphatese* abzuschwachen 


Tabelle 11. 


EinfluB von Fluorid und Arsenat auf die Spaltung von Hexosediphosphat 
durch Muskelbrei. 





A. 


leem 1 ° pige Nao HPO,-Lisang 
+ 2g Muskelbrei + 1 cem 1 °/jige 


Versuch Zeit Mg-Hexosediphosphatlisung + Hy, 0 


(Gesamtvolumen = 5 cem) 


B 


Wie A., mit 1 cem 
2° oiger Na F-Lisung 





ohne Arsenat mit m 200 Arsenat ohne Arsenat mit m 200 Arsenat 





Nr. Std. 
3 0 3,87 
1 4,63 
3 5,20 
4 0 3,96 
1 4,38 
3 5,95 


Anorg. P2 Os, mg pro 1 g Muskel 


3,87 
4,62 
5,20 


3,96 
5,05 
5,95 


3,87 3,87 

2,31 2.31 

2.45 2.48 

3,96 3,96 

2,31 2.30 

2.60 268 
32 








«ae. sc 8 Se 


























OE WF 020 0 aes 9L% 0B L OL 
“ PEL OL Or L OL 0 6 
yeuassy QOOT Vues. Y OOOT Ul jeuas.y QOOT/ ma yeuesay oool/m 
yu stu yr yu 
98't 8O'F 00'T ool bog Ls org oro g 
“ “ai = OFL OF L Or L OF L 0 s 
| 
| 
+ 69% OFF o8°0 S10 90°F 0G | ore, | 092 € 
3 ott seg | oO iso £¢°E | 88% | tol 1 
% 7 _ a = GLiL 9L GLiL GL‘L 0 L 
3 yeuas.y oe WwW || JBUesIY OOG/ tu | Jeuesiay oosc/ul euesiy goo) mu } 
& Wu | UI i qu yu | 
| | | 
gj 96'8 sey | - - |} ee | 228% me | » - 
a ost si'¢ I a = I oes CoG 4 ~ T \ 
3 = “ge “ ~~ i ae | OF'L . | * 0 | 9 
= ' , i ‘ ‘ } : ‘ ‘ ‘ 
- 02's scp || seo oo 6 ls | at 69 =| = 69 s | 
2 “8 se 06} srl eve | BRB 999 | 909 Ce 
| | ‘ | {| 
“ oa = | at - OF'L | OL Fo | Fah o | 9 
rE ail 
oe jAaiseseA © joysny 3 oad Au “8 %q ‘F1ony ‘pis IN 
ia maser * sane ™ | quuasay ouyo wae yResIy ayo a yeuesry auyo \ a yeuesry euyo 
’ Ae (uaa s= uaUnjOAquIEsa”)) (a ~ (ura ¢ = weUINJOAjUINSeD) — 107 bey 


Funsg'][-A{ BN 1051/9 Z 
woo T gut “yay 


O*H + uatoyAlH Jur og + 
aaqjeaysnyy BZ + 


Sunso'yT-q en 10F9/, Z 
woo T ur “YY OT 


otH 


+ uatoyA[y Aur og + 
lorqjeysnyy 4% + 


Funsy]-"Od HRN aF19/9 | W907 Bunso'y-'O dH een 9319/9 | W9V0 T 


\| 





500 


‘d 


‘y 


| ‘d 


‘Vv 





"emqpoysnyy wit ZunseyAsoydsoyd otip jnev yeuesry uoa gnyyUI 


“TIT 1299.L 








501 


68'F If9 _ | One ees I¢'T — 2o'F £ 























let ts F ws We £0°8 80'¢ 6¢°¢ er 1 | 
- = - PEL 26 L OFL CPL Oo | 
yeusssy OOo, Wl yeuessy Ooo] Wi yeuessY OOOT Ul yeuasly OOOT Wl 
yu yu yeu , yeu 
rt I2'¢ - ; ze'T 69°0 § | 
oo’ sve - 1gT zL'0 : I 
i x . 90°9 OF'9 “ 0 €T 
= } 
4 16 az’e ore er gL'0 OLS 69% 8 | 
3 Lot 66°F t0'F eL'T IFT 02'8 96° I | 
g — ~- 5 “- oro =| Ss (OF'9 OF'9 ov'9 0 | ot 
= yeuasry Quoc) ul yeuesry og ul jeuasly QOG/u yeuesTy Qog/ Wi 1 
< 3) yu qu yu | 
D ‘ 
a 8c F - - LOT r9 0 ie rag i g | 
20 OF me - g6'1 B80 _ _ 
z = - c6'¢ c6'9 or i | 0 IT 
“ ‘ ‘ ‘ me | a he | 
fC) é ore 990 ts 96'8 9'1 Lg 928 i 8 
- i. ait = = ba 1 
= rn ok 01 a oF 09% 02'¢ ee | *T 
2 - > - < oro 86| OF9 OF'9 org 0 or 
A 
Sy qiaysareA ®Q*%q Fu joysuy 37 oad Au ‘*¢ *% gq "Faouy i} ‘ps || “IN 
a = sl <a ie ae se ! 
° yur > » > rey = P sr | 
aa) _— ” ywuesary ouyo ney ae ut yeuasry ouyo a - | yeuesay ouyo I 
(ui09 g wou OAUIES is ee (w199 ¢ “= UW9UIN[OAjuIEses)) E | yous 
O*H + uetoyAyyy Bu $z + Funsoe'y-q Un 19. O*H + uetoyALH Bur 9z 4+ N97 || ~dOA 
deapndjoysnyy 2 zy 4 woo | ut Sy aL 20A(ndjoysun 3 Gz‘o + \| 
Sunso'y-") d HFN at19/9 | woe | Sunsoy-"Od H fen OF19/o [| W901 | 
“d v d v | 
‘woAtndyoeysnyy tar FunseyAsoydsoyd orp joe yeuoesay UoA gNyUITT 
“AT 929 
6k vt 020 0 ree 9L% OBL OL 8 
~ — - > ta) Or L Or Or L 0 6 





502 L. R. Subkowa und A. E. Braunstein: Biologische Wirkung usw. 


geringe Phosphatabnahme zu beobachten ist, tritt diese Hemmung der 
Phosphorylierung nur in den fluoridhaltigen Proben deutlich zutage, be- 
sonders bei niedrigeren Arsenatkonzentrationen (Tabelle ILL). Mit Muskel- 
pulver, das auch ohne Fluorid stark phosphoryliert, macht sich der 
hemmende Einflu8 des Arsenats in ebenso ausgesprochener Weise in den 
fluoridfreien wie in den fluoridhaltigen Proben geltend (Tabelle TV). AuBer 
den in den Tabellen angefiihrten Versuchen wurden noch zahlreiche andere 
mit dem gleichen Ergebnis angestellt. 

Wie ist nun der Mechanismus dieser Hemmung zu deuten? Um 
eine wirkliche Paralysatorwirkung auf die Veresterung der Hexosen 
handelt es sich wohl nicht, da eine solche mit der Beschleunigung 
des Kohlenhydratabbaues im ganzen durch Arsenat schwerlich in Ein- 
klang zu bringen ware. Wir sind geneigt, die Erscheinung als eine Art 
von ,,kompetitiver Hemmung zu deuten im Sinne der eingangs er- 
érterten Hypothese, derzufolge bei der Veresterung das Arsenat mit 
dem Phosphat um die Hexose konkurriert. 
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Aktivierbarkeit und Hemmung 
auf verschiedene Weise hergestellter Arginase durch Sauerstoff 
Kohlensiure, Cystein und Schwermetallsalze. II. 


Von 
S. Salaskin und L. Solowjew. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Staatsinstituts fijr experimentelle 
Medizin in Leningrad.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1932.) 


Die von uns festgestellte Tatsache, daB Arginase durch Cystein 
aktiviert wird (6), haben Waldschmidt- Leitz, Schaffner und Kocholatky (8) 
bestatigt. Im weiteren hat sich nun ergeben, daf Arginasepraparate 
verschiedener Herstellung sich gegen Cystein verschieden verhalten. 
Leberextrakte mit 0,2°,, Essigsiure, Acetonpraparate und vermittelst 
Tonerde Cy und Kaolin gereinigte Praparate werden durch Cystein 
mehr oder weniger in ihrer Wirkung gehemmt, wahrend die nach 
Hunter-Dauphinee (5) hergestellten Glycerinpriparate aktiviert werden. 
Auch durch Gase werden auf verschiedene Weise hergestellte Praparate 
verschieden beeinfluBt. In dieser Richtung haben wir unsere Unter- 
suchung weiter gefiihrt. 

Indem wir, im Zusammenhang mit unserer Aufgabe, Veranlassung 
nehmen, Schwermetallsalze in ihrer Wirkung auf Arginase in Gegen- 
wart von Cystein zu priifen, haben wir die bemerkenswerte Tatsache 
feststellen kénnen, daB manche Schwermetalle, in bestimmtem Mengen- 
verhaltnis, in Gegenwart von Cystein recht stark aktivierend auf Arginase 
einwirken, und zwar so, daB die Cysteinwirkung als solche erheblich 
iiberboten wird. Dabei sind alle Arginasepraiparate, sowohl durch 
Cystein aktivierte als gehemmte, der Aktivierung ausgesetzt. Die 
entsprechende Untersuchung, in Gemeinschaft mit W. Kirjan an- 
gebahnt, ist noch nicht abgeschlossen. Daher beschranken wir uns 
darauf, hier die Grundtatsache festzulegen, um so mehr, als es sich 
einerseits um Vorversuche und andererseits um neues Tatsachen- 
material handelt. Indessen ging unsere planmaBige Arbeit ihren Gang, 
und ihre Ergebnisse bilden den Gegenstand nachstehender Schilderung. 
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Methodik. 


Die Arginasepraparate bereiteten wir stets aus Leberbrei (vom Hunde 
nach Verblutungstod, Latapie): Acetonpriparate nach Edlbacher-Simons (4) 
(0.2%, Essigsiureextrakte in Acetonfallung), Glycerinpraparate nach 
Hunter-Dauphinee (5) oder in Extrakten vermittelst 75°, Glycerin bei 
Zimmertemperatur (8 bis 10°). Manchmal unterzogen wir noch die Praparate 
einmaliger Adsorption durch Tonerde Cy. Die nach Adsorption restierende 
Fliissigkeit bildete das Versuchsobjekt. In dieser Weise behandelte Praparate 
sind im Text mit ,,y‘* bezeichnet. 

Cystein bereiteten wir aus Cystin (1), Argininnitrat aus hydrolysierter 
Gelatine nach Bergmann-Zervas (2); dieses Verfahren schatzten wir wegen 
seiner Einfachheit und wegen der Reinheit des Praparates. Auf Aktivitat 
priiften wir die Arginase stets, sofern nicht ein anderes Verfahren speziell 
erwahnt ist, in der von uns beschriebenen (7) Weise bei 38° in Argininlésung 
bis px = 9,5 gepuffert, mit Glykokoll und NaOH. Wirkungsdauer 30 Mi- 
nuten (5cem Argininlésung, mit Gehalt von 10mg Arginin-N, + 2 ccm 
n/10 Pufferlésung + 1 cem Arginaselésung); dazu 0,3 cem Tanret-Reagens 
+ 1,7¢ecm Eisessigsiure. In 8,5ccm des Filtrates Harnstoffbestimmung 
nach Fosse. Die Zahlenwerte beziehen sich entweder auf 1 cem Arginase 
in Milligramm Dixanthylharnstoff oder auf 0,85cem Arginase, d.h. auf 
8,5 ccm des Filtrates. Cystein, sofern spezielle Angaben fehlen, wurde stets 
mit 2 mg pro 1 ccm Arginaselésung zugesetzt. Soweit erforderlich, sind im 
experimentellen Teil das Verfahren betreffende Angaben nachgeholt. 


Experimenteller Teil. 


1. Das Verhalten auf verschiedene Weise hergestellter Arginase gegen Cystein 
und Gase. 


Die Versuche betreffen: 1. Essigséureextrakt, 2. den gleichen Extrakt, 
einmalig mit Tonerdesuspension Cy behandelt, 3. Glycerinextrakt nach 
Hunter-Dauphinee, 4. denselben Extrakt, einmalig mit Tonerdesuspension 
Cy behandelt, 5. Acetonpréparat nach Edlbacher-Simons. 6. ein Gemisch 
von Glycerinextrakt nach Hunter-Dauphinee mit Acetonpraparat und 
7. ein Gemisch von essigsaurem Extrakt mit Glycerin (um die reine 
Glycerinwirkung festzustellen). 

Mit einigen Kubikzentimetern aller dieser Praparate wurden Erlenmeyer- 
Kolben beschickt und in einen groBen Exsikkator gestellt, dessen Boden 
mit Wasser bedeckt war. Der Exsikkator wurde evakuiert und mit dem 
Versuchsgas angefiillt. Nach der Fiillung wurde er noch einige Minuten 
mit dem Gas durchstrémt, wobei das Gas durch ein Seitenrohr abstrémte. 
Darauf wurden der Exsikkator und die Kontrollproben (durch Gas un- 
beeinfluBt) fiir bestimmte Zeit im Thermostat bei 35 bis 37° gehalten. 
Nach 1'/, bis 5 Stunden Thermostataufenthalt wurden von den im Exsik- 
kator gehaltenen Lésungen Proben genommen und abgemessene Quanti- 
taiten in Reagensréhren gebracht und diese mit Cystein versetzt in der 
Menge von 2 bis 2,5 mg pro 1 cem Arginaselésung. Sofern die Lésung durch 
Sauerstoff beeinfluBt war, wurde vor der Entnahme der Proben die Luft 
mit Gummiballon abgesogen. Darauf wurde der Exsikkator mit dem ent- 
sprechenden Gas frisch gefiillt und mit den Cysteinproben im Thermostat 
fiir 40 bis 60 Minuten gehalten. Hiernach machten wir in der vorstehend 
geschilderten Weise,Bestimmungen auf Aktivitat der Arginase in Kontroll- 
und Versuchsproben. Die Ergebnisse zeigt Tab. I. 
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Tabelle I, 


Die Zahlen geben im mg den Dixanthylharnstoffgehalt in 1 cem des Praparates an. 
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35 


14,0 
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in anderen Proben je 4 mg. 


mg pro leem des Priparates zugesetzt, 


en Proben die 














Proben 


n einigen 


‘leber wurde Cystein i 


der Pferde 


gestanden. 


* Im Versuche mit 


Die Ergebnisse in a 


und 4 Std. 


60 Min. 


bzw. 
** Glycerinpraparat zehnfach verdiinnt. 





Die Proben je 30 Min. 
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11. Verhalten des Cysteins gegen Arginaseprdparate verschiedener Zubereitung 
und unter verschiedenen Bedingungen, ohne Beteiligung von Gasen’. 

1. Acetonprdparat. Eine 1° ,ige Lésung wird in zwei Teile geteilt. Der 
eine Teil wird im Kollodiumsackchen im Laufe von 12 Stunden gegen 400cem 
Wasser dialysiert, der andere bleibt, wie vorher, bei 8 bis 10° stehen. Vor 
der Bestimmung wurde das nichtdialysierte Praparat mit Wasser 1: | 
verdiinnt, das dialysierte kam unverdiinnt zur Verwendung. 


Tabelle I]. 
Acetonpraparate. 


In dieser und in den folgenden Tabellen geben die Zahlen in Milligramm den 
Dixanthylharnstoffgehalt in 0,85 ccm der Lésung des Praéparates an. 





a a 
nichtdialysiert dialysiert 
Qhne Z.... 23,5 20,2 
Mit Z 13,7 11,4 
2. Glycerinprdparate. a nichtdialysiert, a’ dialysiert (Praparat 


nach Hunter-Dauphinee). 2 ccm des unverdiinnten Praparates wurden im 
Kollodiumsackchen im Laufe von 12 Stunden bei 8 bis 10° gegen 400 cem 
Wasser dialysiert. Der Inhalt des Sackchens wurde quantitativ in einen 
Zylinder iibergefiihrt und auf 20 cem gebracht. Der Bestimmung diente 
eine triibe dem Dialysator entnommene Lésung und eine |: 9 verdiinnte 
Lésung des nichtdialysierten Praparates. 

a’) Extraktion mit 75°, Glycerin bei Zimmertemperatur. Das Gewicht 
der Lebermasse und das Volumen des 75° igen Glycerin verhalt sich wie 1 : I. 

b) Aus dialysierter Leber. 100g Leberbrei im Gemisch mit 50 ecm 
physiologischer Lésung und Toluol wurden 42 Stunden lang gegen etwa 
800 cem physiologischer Lésung dialysiert. Letztere wurde zweimal er- 
neuert und das dritte Mal durch Wasser ersetzt. Von der Dialysatmasse 
wurden 36g mit 75°, Glycerin nach Hunter-Dauphinee behandelt. Vor 
der Bestimmung Verdiinnung des Extraktes mit Wasser | : 9. 

" _@) Leberbrei nach Waldschmidt-Leitz mit Alkohol und Ather  vor- 
behandelt?. Aus 80g Leberbrei erhielten wir 22 g des Praparates. 1 g des- 
selben wurde bei Zimmertemperatur 8 bis 10° 12 Stunden lang mit 10 cem 
75° igem Glycerin extrahiert. Das Filtrat wurde vor der Bestimmung mit 
Wasser 1: 4 verdiinnt. 

d) Leberbrei mit Aceton und Ather nach Willstdtter vorbehandelt?. 
Nachbehandlung wie bei ¢). 

e) Leberbrei mit 70°, Alkohol und Aceton vorbehandelt. 47g Leber- 
brei, eisgekiihlt im Laufe von etwa 2 Tagen, wurden zweimal, mit je 80 ecm 
70°,igem Alkohol gemischt, fiir je eine Stunde abgestellt, von Zeit zu Zeit 
durchgeschiittelt und schlieBlich zentrifugiert. Der Riickstand wurde in 
derselben Weise mit Aceton behandelt, das Zentrifugat abgesaugt und im 
Vakuum iiber H,SO, getrocknet. Das Trockengewicht betrug 15,6 g. Jetzt 


' Die Zahlenwerte in Tabellenform geben wir unten. 
2 Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 31. 
3 Rona, Praktikum, 1. Teil, 234, 1926. 
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Aktivierbarkeit und Hemmung von Arginase. II. DOT 


wurde bis zum Antangsgewicht des Leberbreies Wasser zugesetzt, sowie 
47 com “75° iges Glycerin und fiir 12 Stunden bei Zimmertemperatur 8 bis 
10° abgestellt. Vor der Bestimmung wurde das Filtrat mit Wasser |: 9 
verdiinnt. 

f) Leberbrei in physiologischer Lésung durchgespillt. Etwa 70 g¢ Leberbrei 
wurden zehn- bis zw6lfmal vermittelst Ausschleuderung in physiologischer 
Lésung durchgespiilt (Gesamtmenge der Lésung | Liter). Die letzten 
Portionen der Spiillésung waren fast farblos und durchsichtig. Einige Gramm 
dieser Lebermasse wurden bei 8 bis 10° mit gleichen Mengen 75° igen 
Glycerins behandelt. Der Glycerinextrakt war so wenig aktiv, daB die Menge 
des gebildeten Dixanthylharnstoffs unwagbar klein war. 

g) Aus Leberextrakt in vereister physiologischer Lésung. Zwei Stiick 
noch lebenswarmer Leber zu je 20g wurden in Stanniol gehiillt in ein Kalte- 
gemisch (Salz und Eis) gebracht. Nach einer Stunde wurde die gefrorene 
Leber vermittelst Latapie in Brei verwandelt und in physiologischer Lésung 
bis auf 0° abgekiihlt, ausgeschleudert und noch zweimal in ebenso ge- 
kiihlter Lésung jedesmal vermittelst Zentrifuge gespiilt. In dieser Weise 
gespiilter Leberbrei wurde bei 8 bis 10° mit 75° ,igem Glycerin behandelt. 

h) Glycerinpradparat nach Hunter-Dauphinee durch ldngeres Stehen zum 
Teil inaktiviert. Das Praparat fiir Versuche II 2 a) wurde nach 9 tagigem 
Stehen bei 10° mit Wasser 1:9 verdiinnt und auf Aktivitaét mit Cystein 
und ohne Cystein gepriift (vgl. in Tab. III die Zahlen unter a und h). 

i) Glycerinextrakt nach Behandlung mit Tonerde Cy und Kaolin. Be- 
handlung nach Edlbacher-Simons (4). Der abzentrifugierte Kaolinsatz 
wurde mit Pufferlésung Glykokoll + NaOH + NaCl vom px 9,5 
eluiert. Man erhielt 40cem Eluat. 89 cem davon wurden in Aceton ab- 
sedimentiert und im Vakuum getrocknet tiber H,SO,. Trockengewicht 
8.21 mg. Wasserzusatz 10cem, Filtration. leem des Filtrates dient 
zur Aktivitatsbestimmung. 


Tabelle III. 


Glycerinpraparate. 
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Mit Z . . 42.6 29,5 53,8 25,0 13,5 24,0 21,2 0 11,7 | 46,0 80 

vgl.a vgl.a 


* Cystein hemmt auch unter Erwarmung hergestellten Glycerinextrakt. 


3. Glycerin- und Acetonprdparate gemischt. Gepriift wurden folgende 
Mischungen : 


Acetonpraparat (1°) 4,5cem, Glycerinpraparat 1: 9 0,5 com 
% (1%) 1,0 ,, ™ 1:9 — 1.0 
i (1%) — 90,5 ,, - 1:9 4.5 


Je Leem einer jeden Mischung. 
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Tabelle lV. 





Acetonpraparat 1°/9 1,0 0.9 0,5 0,1 
Glycerinextrakt 1:9 1,0 0.1 0.5 0,9 
Ce ee 29,0 18,2 25,5 22,9 26,7 
| ee ae 25,9 46,0 26,9 31,4 35,4 


4. Wadsserige Extrakte. a) Aus dialysierter Leber. Von derselben Leber- 
masse, welche in Versuch ITI 2 b) bereitet war, wurden 4ccm mit 8 eem H,O 
versetzt, nach 18 Stunden filtriert und zu 1 cem Filtrat 3,5ceem H,O zu- 
gesetzt. Fir Aktivitaétsbestimmung wurde 1 ccm genommen. Wurde die 
auBere Lésung aus dem Dialysator dem Praparat zugesetzt, so blieb die 
Cysteinwirkung unverandert. 

b) Aus Lebermasse nach Waldschmidt-Leitz. Die vorbehandelte Leber- 
masse [s. Versuch II 2 c)] wurde mit 1: 9ccm Wasser versetzt und 1 cem 
des Filtrates mit 4cem H,O. Zusatz von Alkoholextrakt, nach Alkohol- 
entfernung im Vakuum, stért die Cysteinwirkung nicht. 


c) Aus Lebermasse nach Willstdtter. Die vorbehandelte Lebermasse 
{s. LI 2 d)] wurde mit H,O wie bei b) bearbeitet. Acetonextrakt, nach Aceton- 
entfernung zugesetzt, andert nicht das Verhalten des Praéparates gegen 
Cystein. 

d) Aus Leberextrakt mit physiologischer Lésung. Zur Bestimmung 
diente die physiologische Lésung, welche in Versuch II 2f) zur Leber- 
extraktion verwendet worden war. 


Tabelle V. 


Wasserige Extrakte. 





a b e d 





Aus dialysierter Aus Priparat Aus Priaparat Extrakt mit 
Leber nach W.-L, nach W physiologischer 
Lésung 
a 31,2 23,4 47,3 56, 
: SS eee 26,1 17,4 42,4 59,3 


5. Essigsdureextrakte. a) Aus frischer unvorbehandelter Leber. Ex- 
traktion bei 8 bis 10°. 


b) Aus frischer unvorbehandelter Leber. Extraktion unter Erwarmen 
nach Hunter-Dauphinee. 


c) Aus Lebermasse nach Abschwemmung mit physiologischer Lésung. 
Zur Extraktion diente Lebermasse aus Versuch 2 f. 


d) Aus dem Niederschlag des Glycerinpraparates nach Hunter-Dauphinee. 
15cem des Glycerinpraparates wurden mit 150ccem 80° igen Alkohols 
(im Volumenprozent) versetzt, der Niederschlag abfiltriert, auf dem 
Filter zweimal mit Ather abgespiilt und im Vakuum iiber H,S O, getrocknet. 
Es resultierte eine nicht ganz trockene dunkelbraune Masse in der Menge von 
1,1 g, von der 0,5g mit 5ecem 0,2°,iger Essigsiéure vermischt wurden. 
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Tabelle VI. 
Essigsaureextrakte. 





a b c d 
Nach Ab- Aus dem 
In der Kilte | UnterErwairmen schwemmung Niederschlag 
nach H.-D. mit physiol des Glycerin- 
Losung praparats 
2. eae 17,7 45,0 0 27.9 
Oe Se 16,9 58,2 0 45,3 


6. Die optimalen Bedingungen fiir das quantitative C ysteinverhdlinis 
und fir pR bei Arginasereaktivierung. a) Fir Cystein. Ein Glycerin- 
praparat nach Hunter-Dauphinee wurde verdiinnt 1: 9. Ein Teil der Lésung 
wurde im Drechsel-Gefa8B mit Kohlenséiure durchstré6mt und im Wasser- 
thermostat bei 38° gehalten. Nach 5 Stunden wurden mit je 3 ccm Reagens- 
glaser beschickt, enthaltend 0,3, 1,5, 3,0, 12,0 und 24,0 mg Cystein. Spatestens 
5 Minuten nach vorgenommener Mischung wurde je | cem fiir Aktivitats- 
bestimmung genommen und der Rest im Wasserthermostat bei 38° ge- 
halten. Diese Proben, mit der Bestimmung, den EinfluB der Zeit auf die 
Cysteinwirkung festzustellen, gingen alle zugrunde mit Ausnahme der 
Cysteinkonzentration 8, 

b) Fir px. Reagensréhren mit je 6 mg Cystein wurden mit je 2 ccm 
Phosphatpuffer beschickt, und zwar vom px = 5,2, 7,4 und 9,5. Der Puffer 
mit po = 9,5 wurde erhalten durch Zusatz von n/2 NaOH zur Lésung von 
Na,HPO,, bis mit Phenolphthalein die gleiche Farbung erreicht wurde, 
wie im Glykokollpuffer mit pu 9,5. Darauf wurden die Reagensréhren 
mit je lLeem Arginaseglycerinpraparat nach Hunter-Dauphinee nach- 
behandelt, mit CO, [s. 11 6 a)] gefiillt, und nach 20 Minuten Stehen bei 
38° wurde mit je 1 cem Roéhreninhalt die Aktivitatsbestimmung fiir Arginase 
gemacht. Die Proben mit pa = 5,2 und 7,4 erhielten neben Arginaselésung 
einen Zusatz von n/2 NaOH, um einer Verschiebung des px vorzubeugen. 
Die erforderliche Alkalimenge wurde vorbestimmt. 

c) Bestimmung der Aktivitdt der Arginase mit Phosphatpuffer (pu 6,5, 
7,0 und 8,0). Bestimmung unter gleichen Bedingungen, jedoch war die 
Lésung vorher mit Cystein bzw. Cystein + Eisen bearbeitet (vgl. I11). 
Arginasepraparat: Glycerinauszug in der Kialte, verdtinnt im Ver- 
haltnis 1:9. Ergebnisse in der Tabelle VII. 


Tabelle VII. 
Die giinstigsten Bedingungen fiir die Aktivierung des Glycerinpriparates 
nach Hunter-Dauphinee. 


a) In bezug auf Z-Konzentration. 





Cysteingehalt in mg pro lecm 





Kontrolle He 
Kontrolle | nach CO,- | __ der — ; 
Behandlung 0.1 05 1,0 4,0 8,0 
17,8 12,2 


Im Verlaufe yon 5 Min. 


nach Z-Zusatz. . . 13,6 176 293 398 404 
Nach 30 Min. .... gingen zugrunde 39.0 
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b) In bezug auf pu der Arginaselésung. 





Pur der Arginaselésung 5.3 74 95 


20 Min. nach Z-Zusatz 12,3 7,4 6,9 Praparat n. CO,-Behandlung 


Aktivitat vor Z-Zusatz 4,2. 
Zugesetzt 2mg Z pro 1 cem 
der Arginaselosung. 


c) In bezug auf px der Argininlésung. 





Pu der Argininlisung 6.5 7,0 8,0 
We ws sat ge es 41,1 43.6 46.9 
Meee NET eS 35,7 41,0 47.5 


I11. Beeinflussung der Arginase durch Schwermetallsalze als solche und in 
Gegenwart von Cystein (Auszug aus der noch nicht abgeschlossenen Arbeit). 


Arginasepraparate: 1°, Acetonpriparat und Glycerinpréparat nach 
Hunter-Dauphinee in wasseriger Verdiinnung 1:9. Salze: FeSO,.7H,0O, 
Fe(NH,) (SOq)., CuCl, CuSO,.5H,O. Arginase (A), Cystein (Z), Schwer- 
metallsalze (17) und Pyrophosphat (P) wurden in verschiedenen Kom- 
binationen versucht. Hier geben wir nun folgende Kombinationen: A + a, 
A+2Z+a, A+a+M+4+Z und A+a+M+Z+ P, wo a Arginin 
bedeutet . 


Das Metallsalz wurde der Arginase in einer Menge zugesetzt, welche 
0,1 ccm m/10 Lésung pro 4ccem des Praparates entsprach. Dabei ergab 
sich eine Konzentration der Salze von etwa 2,5.10-* mol. Wurde darauf 
unserem Verfahren der Aktivitaétsbestimmung entsprechend der gepufferten 
Argininlésung 1 cem jener Mischung zugesetzt, so fiihrte das zu Verdiinnung 
der Konzentration um das Achtfache, d.h. bis zu 3,1. 10-* mol. An dieser 
Konzentration erfolgte die Bestimmung des Aktivitatsgrades. Die Berech- 
nung der Konzentration ist korrekt, sofern es sich um Oxydsalze handelt, 
fiir Eisenoxydulsalze dagegen haben wir maéBige Verringerung und fiir 
Kupferoxydulsalze erhebliche Verringerung, sofern bei der Bereitung der 
m/10 Lésung das Salz zum Teil ungeldést blieb. 


Da wir vorlaufig auf groBe Genauigkeit keinen Anspruch erhoben, 
konnten wir diese Fehlerquelle unbeachtet lassen. Bei Verwendung von 
Na-Pyrophosphat nahmen wir m/5 Na,HPO, als Puffer an Stelle von 
Glykokoll mit NaOH und brachten px auf 9,5 vermittelst NaOH. Na-Pyro- 
phosphat setzten wir zu mit 4,6 mg pro 1 cem der Mischung des Arginase- 
priparates mit dem Schwermetallsalz, mit der Absicht, bei der Arginase- 
behandlung das Pyrophosphat auf die Konzentration 1.10—-* mol. zu 
bringen. Bei der Aktivitatspriifung steilte sich dann diese Konzentration, 
infolge achtfacher Verdiinnung, auf 1,25. 10 -* mol. 


Unserem recht eindeutigen Versuchsmaterial entnahmen wir vorlaufig 
folgende Ergebnisse : 
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Tabelle VIII. 





Glycerinpraparat Acetonpriiparat 
I 1° 


Gemisch 1-p— 


SS ea ae eee 31,2 32,5 
Kontrolle+ Z .. . : 1 lee Jt 37,3 29,2 

ahi : 51,2 46,8 
a ee es 52.9 45.5 

- 44.6 39.5 
eee et ee 47.9 41.5 
A+ Fe" +2Z+P.. gn cee cael — 20,5 
At+(w+2Z7+P... te aa - 7,2 


Daneben priiften wir die Beeinflussung der Arginase durch K,FeCy, 
und K,FeCy,. Die Wirkung hat sich als recht kraftig erwiesen. 

Die Versuche machten wir an 1°, Acetonpraparat mit Zusatz von 
0,1 com m/10 und m/100 Lésung eines jeden der Salze zu je 4 cem Praparat. 
Bei der Aktivitatsbestimmung hatten wir somit Konzentration 3.10 ' 
und 3.10—-*mol. Die Aktivitat des Praparates war 34,9; 35.0. 


Tabelle 1X. 





Konzentration des Salzes K, Fe Cy, K, Fe Cy 


Ktwa 3-104. . Sik ie yt 7,0 14,9 
Etwa 3-10°° . oe a ey : 11,8 30,7 


EinfluB von Z und Fe” auf Elution aus Kaolin und auf Restlésung. 


Leber in Latapie zerkleinert und in einer diinnen Schicht auf Glas 
lamellen aufgetragen und bei Zimmertemperatur im Luftstrom getrocknet 
(Ausbeute 34°). Glycerinextrakte (1:3) in der Kalte (2) und unter Er- 
warmung (1) hergestellt, wurden mit Wasser im Verhaltnis |: 9 verdiinnt 
und fiir die Experimente benutzt. Je 40 cem des einen und des anderen 
Praparates wurden zweimal mit einer Kaolinsuspension behandelt, die 
in leem 0,22 g Al,O, enthielt, von der 3ccm benutzt wurden. Der ab 
zentrifugierte Bodensatz des Kaolins wird mit 30 cem der obenerwahnten 
Pufferlésung (px 9,0) behandelt. Darauf wieder Zentrifuge. Es ergeben 
sich demnach: die zur Kaolinbehandlung bestimmten Lésungen von 
Arginase (1 und 2), die gleichen Praiparate (Restlésung) nach Bearbeitung 
mit Kaolin und die Elution aus Kaolin, Glykokoll + NaCl + NaOH mit 
der Pufferlésung (px = 9,0). Bestimmung der Aktivitaét in je einem Kubik- 
zentimeter der Lésungen, ohne jeden Zusatz, mit Cysteinzusatz und mit 
Zusatz von Eisen und Cystein (Fe + Z), Cystein = 2mg pro leem und 
Fe = 0,1 cem m/10 FeSO, auf 4cem jeder Lésung. Die Ergebnisse in det 
Tabelle X. 

Tabelle X. 





Urspriingliche Aktivitit Restlésung Elution 





——|+2\+2+4Fe +2 |+2+¥Fe\ — +z 142+ Fe 


8,6 194 * 0 


Praparat 1 1 
. 2 12,9 14,4 20,7 3, 4 5,5 








IV. Reaktivierung der Arginaseprdparate 


G = Glycerinausz 


aber unter Erwarmung nach Humnter-Dauphinee. A 


(1 *ige Lésung). Z 2 
Fe m/10 Lésung Fe 
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nach teilweiser Hemmung der 
Aktivitat durch Erwdrmung. 

ug aus der Leber in der Kalte. G), = Desgleichen, 
Acetonpraparat 
Cysteinlésung, 2mg auf 1cem der Arginaselésung. 
SO, + 7H,0, 0,1 com Lésung auf 1 eem Arginase. 


Tabelle XI. 


Dixanthylharnstoff in Milligramm in 0,85 ccm der Arginaselésung. 





G+Z 
G+Z+ Fe 
G, 
G,+Z 
G,+Z+ Fe 
(509 
G99 + Z 
(55° 
G559 + Z 
G 60° 
Goo tZ 
Geo9 + Z + Fe 
(60° 


(G+ Z+ Fego® 


G + (Z + Fe)go® 
Ge0°9 + (Z + Fedgoo 


In weiteren Versu 


50.3 Zur Extraktion wurden in beiden Fallen je 75g der 
50.6 Leber und 75 ccm von 75 °/oig. Glycerin genommen. 
0 Filtrierung durch ein Faltentilter. Gewonnen 75 g @ 

60,1 und 55g G,. Vor dem Versuch wurden die Extrakte 

35.1 mit Wasser im Verhaltnis 1:9 verdiinnt. 

46,7 

60.0 

48,8 Je 3cem des im Verhialtnis 1:4 mit Wasser verdiinnten 

49.9 Auszuges G wurden fiir 5 Min. in Probierréhrehen 

’ in ein Wasserbad bei Temperaturen von 50, 55 

42.7 und 60° gesetzt. Nach Abkiihlung wurden die 
Proben im Verhiltnis 1:1 mit Wasser, Cystein- 

43,2 lisung + Eisen versetzt. 

31,1 

41,8 

59,4 

31,4 Es wurde ein im Verhaltnis 1:9 mit Wasser verdiinnter 

59.0 Extrakt G wahrend 5 Min. bei 60° erwirmt, des- 

ov, gleichen auch bei Verdiinnung mit einer Lisung 
von Cystein + Fe von der oben angegebenen Kon- 
zentration. 

58,8 3ecem einer Lisung, die Fe und Z enthielt, wurde 

592 wihrend 5 Min. im Wasserbad bei 60° erwirmt, 

Ode daraufhin zum kalten und zum bis 60° (wahrend 


5 Min.) erwarmten G-Auszug zugesetzt. 


chen wurden analoge Resultate erzielt. 











G G+Z G+Z+Fe Gp Gp+Z > Gpt+Z+ Fe 
Dixanthylharnstoff in mg 55,0 53,8 58,0 44,4 46,9 56,7 
G G+z Geoo Ggo0 + Z 
Dixanthylharnstoff in mg 46,1 42,0 28,3 39,6 
A A+Z|A+Z+Fe! Abo | Abin + Z| Ano + 2+ Fe 
Dixanthylharnstoff in mg! 31,8 | 26,0 47,0 5,3 9,4 447 
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Die aktivierende Wirkung von Fe + Z tritt deutlicher bei gréBerer 
Alkalinitaét von px hervor. So wurden z. B. mit Glycerinauszug in der 
Kalte, im Verhaltnis 1:9 verdiinnt, folzende Werte enthalten: 





pu der Argininlisung ....... 6,5 7,0 8.0 
Sp Sh Bs ge 41,1 43,6 46.9 
Nach Zusatz von Z+ Fe ..... 51,5 55,3 57,0 


Versuchsergebnisse. 
Aus obigen Versuchen kann man folgende Schliisse ziehen: 


Die Beeinflussung der in verschiedener Weise hergestellten Arginase- 
praparate durch Gase ist nicht die gleiche. Die Acetonpraparate werden 
am starksten durch Sauerstoff, die Glycerinpraparate durch Kohlen- 
siure beeinfluBt. DaB die Anwesenheit des Glycerins an sich belanglos 
ist, l4Bt sich durch Zusatz desselben zum Leberauszug mit 0,2 °,iger 
Essigséure nachweisen: das Verhalten des Praparates zur Kohlensaure 
wird dadurch in keiner Weise beeinfluBt. 

Die Glycerinpraparate (nach Hunter-Dauphinee) die durch Ein- 
wirkung von Gasen ihre Wirksamkeit partiell einbiiBten, werden voll- 
stindig nach Zusatz von Cystein restituiert, die Acetonpriparate und 
die Ausziige mit Essigsiure werden dagegen unter diesen Umstanden 
gehemmt. 

Eine Schiittelinaktivierung oder eine solche durch Schaumbildung 
kommen dabei nicht in Betracht, da es sich nicht um Durchleitung der 
Gase durch die Fliissigkeit handelte: die Arginaselésung wurde viel- 
mehr einfach in die Atmosphire des betreffenden Gases versetzt und 
eine Filtrierung derselben vor der Priifung ihrer Wirksamkeit unter- 
lassen. 

Was die Beeinflussung der in verschiedener Weise gewonnenen 
Praparate durch Cystein anlangt, ohne daB sie vorher der Einwirkung 
der Gase ausgesetzt waren, so fallen die Ergebnisse wiederum verschieden 
aus, je nach dem Charakter des betreffenden Praparates. 

Durch Cystein werden gehemmt: 

1. Das Acetonpraparat, sowohl nach Dialyse als auch ohne die- 
selbe (IT 1). 

2. Glycerinausziige aus der Leber, die nach Waldschmidt-Leitz mit 
Alkohol und Ather [II 2c)], mit Aceton und Ather nach Willstdtter 
[II 2d)] oder mit 70°,igem Alkohol und Aceton [II 2e)] behandelt 
wurden; auch aus der Leber, die mit eisgekiihlter physiologischer 
Lésung durchspiilt wurde [II 2 g)]. 


Biochemische Zeitschrift Band 250. 33 
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3. Ein mit Tonerde Cy und Kaolin gereinigtes Praparat. 

4. Wasserige Extrakte aus der dialysierten Leber [I] 4a)], und 
zwar aus einer Leber, die sowohl nach Waldschmidt-Leitz [II 4b)] 
als nach Willstdtter [II 4c)] behandelt wurde. 

5. Essigsiureausziige, in der Kalte hergestellt (II 5). 

Durch Cystein werden aktiviert: 

1. Glycerinpriparate, nach Hunter-Dauphinee hergestellt, sowohl 
mit oder ohne Dialyse (II 2) I, Glycerinausziige aus der dialysierten 
Leber [II 2 b), sehr schwach] und Praparate, die ihre Aktivitat teilweise 
einbiiBten, sei es beim Stehen [II 2 h)] oder durch Erwarmen (IV), 
auch unter Einwirkung von Sauerstoff oder Kohlensaéure (I). 

2. Leberausziige mit physiologischer Lésung [II 4 d)]. 

3. Auszug mit 0,2°,iger: Essigsiure aus der Fallung, welche 
durch Einwirkung von Alkohol auf das Glycerinpraparat Hunter- 
Dauphinee entsteht [II 5d)], auch der Essigsiureleberauszug nach 
Erwarmung (II, 5b). 

4. Acetonauszug nach Zusatz auch geringer Mengen des nach 
Hunter-Dauphinee gewonnenen Glycerinauszuges. 


Werden zu den entsprechenden Leberpriparaten die AuBenfliissig- 
keit bei der Dialyse oder Alkohol- bzw. Acetonausziige nach Verdampfen 
der Lésungsmittel im Vakuum (bei 40°) zugesetzt, so behalten erstere 
ihre Eigenschaft, werden also mit anderen Worten nach wie vor 
durch Cystein gehemmt. 

Eine einmalige Extraktion der Leber durch Glycerin ergibt eine 
nur partielle Ausbeute an Arginase. Eine erneute Extraktion ergibt 
namlich ziemlich reichliche Mengen des Fermentes, das seine Eigenschaft, 

. durch Cystein aktiviert zu werden, in vollem Mae bewahrt. 

Durch wiederholtes Auswaschen des zerkleinerten Lebergewebes 
mit groBen Mengen physiologischer Lésung wird die gesamte Arginase 
ausgezogen. Nachtragliche Extraktion der Riicksténde mit Glycerin 
oder Essigsiure bleibt praktisch ergebnislos [II 2 f), II 5 c)]. 

Bei der Aktivierung des nach Hunter-Dauphinee gewonnenen 
Glycerinpraparates durch Cystein ist ein gewisses Optimum der Cystein- 
zugabe zu verzeichnen, iiber welches hinaus eine weitere Zunahme des 
Effektes nicht eintritt. Es kommt aber andererseits bei py = 9,5 schon 
bei einer Konzentration von etwa n/2000 Cystein ein sehr deutlicher 
Effekt zustande (Reaktivierung nach CO, um 44°) und eine Andeutung 
der Wirkung noch bei etwa n/10000 (Reaktivierung um 11,5°,). 

Das Ergebnis nach Zugabe des Cysteins wird sehr wesentlich durch 
das py der Arginaselésung beeinfluBt, die Wirkung wird durch niedere 

‘ Werte von vq geférdert [II 6 b)]. 
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Schwermetallsalze (Fe und Cu), Oxyde sowohl als Oxydule, 
aktivieren bei Anwesenheit des Cysteins nicht nur Glycerin- sondern 
auch Acetonpraparate, die sonst durch Cystein gehemmt werden, wobei 
der Effekt das gewéhnliche AktivierungsmaB durch Cystein allein weit 
iibertrifft. 


Eine Erwarmung der Arginaselésungen (Glycerin- und Aceton- 
praparate) wahrend 5 Minuten auf einem Bad bei 60° fiihrt zu einer 
zuweilen bedeutenden Abnahme der Aktivitaét der Praiparate. Durch 
Eisen- und Cysteinzugabe zu derartigen Praparaten wird deren Aktivitat 
wiederum bis zu einer Héhe getrieben, die das Niveau bei der gleichen 
Zugabe zu nichterwaérmten Praparaten erreicht (IV). 


Die Zusammenstellung der von uns ermittelten Tatsachen fiihrt 
uns zu folgenden zwei grundlegenden Feststellungen: 


1. Das von uns verwendete gewéhnliche Cystein vermag die 
Arginasepraparate sowohl im aktivierenden als im hemmenden Sinne 
zu beeinflussen, und zwar in Abhangigkeit von der einen oder anderen 
Gewinnungsweise der Praparate, oder der verschiedenen Einwirkungen 
auf dieselben. 


2. In Verbindung mit Schwermetallsalzen (Fe und Cu) werden 
alle Arginasepraparate durch Cystein aktiviert, auch diejenigen, die 
durch Cystein allein gehemmt werden. 


Letzterer Umstand, der in Beziehung zu unseren Erfahrungen iiber 
Reaktivierung der durch verschiedene Umstande oder Eingriffe (Er- 
warmung, langes Stehen) abgeschwachten Praparate und zu unseren 
Versuchen, das aktivierende System zu isolieren, gebracht werden kann, 
vermag uns eine recht plausible Erklarung fiir die von uns festgestellten 
Tatsachen zu geben. 


Wir nehmen an, da die Aktivierung der Arginase durch eine kom- 
plexes System erfolgt und sprechen als solches in unseren Versuchen 
das System Cystein und ein Schwermetallsalz (Fe oder Cu) an. Es wird 
natirlich damit die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, daB es noch andere 
Komplexe gibt, die die Arginase sowohl zu aktivieren als zu hemmen 
vermogen. 


Was nun die Tatsache betrifft, daB auch das Cystein, fiir sich 
genommen, unter Umstanden die Arginase zu aktivieren vermag, so 
méchten wir sie auf eine Verunreinigung des Praparats durch Schwer- 
metallsalze zuriickfiihren. Wir werden diese Vermutung durch Versuche 
mit einem Cysteinpraparat, welches frei von Schwermetallen ist, priifen. 
Sollte sie zu Recht bestehen, so miiBte ein derartiges reines Praparat 
eine noch starker hentmende Wirkung haben. 
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Unsere Annahme eines komplexen Aktivators beruht auf folgenden 
Tatsachen: 

1. Die durch Cystein allein gehemmten Praparate werden aktiviert, 
falls man ihnen Cystein mit einem Schwermetallsalz zusetzt. Das Salz 
fiir sich ist dagegen von schwacher Wirksamkeit. Die Arginase- 
praparate, die auch bei alleinigem Cysteinzusatz aktiviert werden 
(so z. B. das Glycerinpraparat nach Hunter und Dauwphinee) erfahren 
eine viel bedeutendere Férderung ihrer Wirkung, falls das Cystein 
in Verbindung mit einem Schwermetallsalz gegeben wird. 


2. Beobachtungen an Glycerinextrakten, die in der Kalte und 
unter Erwirmung gewonnen wurden. Diese Praparate, die aus dem 
gleichen Material hergestellt werden und in der Herstellung nur in dem 
einen Punkt — der Temperatur — differieren, sind in ihrem Verhalten 
verschieden. Der ,,Kalteextrakt‘‘ ist viel aktiver als der ,,Warme- 
extrakt. Er reagiert kaum auf Cysteinzusatz, wogegen das unter 
Erwarmung dargestellte Praparat durch Cystein stets und nicht selten 
sogar sehr stark aktiviert wird. Es fallt unter diesen Umstanden ganz 
besonders auf, daB Cysteinzusatz in Verbindung mit einem Schwer- 
metallsalz die Aktivierung beider Extrakte bis zur gleichen Hohe be- 
wirkt (vgl. IV). 

3. Die Versuche mit Reaktivierung der Arginase nach ihrer par- 
tiellen Hemmung durch Erwarmen bieten eine vollstaéndige Analogie 
zu dem unter 2. geschilderten Verhalten. Der kalte Glycerinauszug 
biBt bei Erwairmung auf 50 bis 55° nur wenig von seiner Aktivitat 
ein, bei 60° erfahrt er dagegen eine bedeutende Hemmung. Zusatz 
von Cystein allein bewirkt einen unbedeutenden Anstieg, Cystein mit 
Fe ruft dagegen einen Grad von Aktivitét hervor, der demjenigen des 
nicht vorgewarmten Praparats unter gleichem Zusatz eigen ist. 

Die gleiche Beobachtung kénnen wir auch an Acetonpraparaten 
machen. So setzte z. B. eine 5 minutige Erwirmung auf 60° die 
urspringliche Aktivitat des Praparats, die auch bei Zusatz von 
Cystein und Fe bestimmt wurde, von 47,0 auf 5,3 herunter. Bei Zusatz 
von Cystein allein stieg die Aktivitét nur um einen geringen Betrag 
(bis 9,4), Cystein mit Fe bewirkte dagegen eine Reaktivierung bis auf 44,7. 

4. Es wurden Versuche gemacht iiber Reaktivierung von Prapa- 


raten, deren Aktivitat durch langeres Aufbewahren gelitten hatte 
{II 2 h)], ferner 


5. Versuche, das aktivierende System zu isolieren, die weiter unten 
besprochen werden. 


Wird das Glycerinpraparat mit Kaolin behandelt, so bleibt die 
Elution (Glykokoll-NaCl-NaOH bei py = 9,0) von schwacher Aktivitat. 
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Der Zusatz von Cystein mit Fe bewirkt einen bedeutenden Anstieg 
derselben (vgl. III). 

In zwei Adsorptionsversuchen konnten wir den Nachweis erbringen, 
daB die Restlésung nach Entfernung des Kaolinadsorbats, zum Aceton- 
praparat zugesetzt, dessen Verhalten zum Cystein anderte: Jede 
Hemmung blieb aus, es trat vielmehr eine schwache Aktivierung hervor. 
Auch nach der Dialyse behielt die Restlésung ihre Wirkung auf 
das Acetonpraparat. Nach Erwarmung (einige Minuten auf siedendem 
Wasserbad) schwand allerdings jede Wirkung auf das Acetonpraparat. 
Weitere Versuche dieser Art fielen negativ aus. Die Frage wird von 
uns noch weiter verfolgt. 

Die Gesamtheit dieser Tatsachen berechtigt uns, wie wir glauben, 
zur Annahme eines komplexen Arginaseaktivators. 

Die EinbuBe an Aktivitét bei Erwirmung oder bei lingerer Auf- 
bewahrung, die partielle Restitution bei Cysteinzusatz und die voll- 
standige (’?) Restitution nach Zusatz von Cystein und Fe laBt sich 
unseres Erachtens auf gewisse Anderungen des aktivierenden Systems 
zuriickfiihren. Der Zusatz von Cystein bringt eine teilweise Aufbesserung 
dieses geschidigten Systems mit sich, deren MaB eben vom Grade 
der im System bestehenden Modifikationen abhangt. 

Der Zusatz von Cystein plus Fe bewirkt eine vollstandige Restitution 
des Systems, eben weil der ganze restituierende Komplex und nicht 
bloB ein Bestandteil desselben hinzutritt. 

Es scheint, daB das in der Kalte hergestellte Glycerinpraparat den 
am wenigsten veranderten Aktivierungskomplex enthalt, da seine Eigen- 
aktivitat, auch ohne Zusatz eines Fremdaktivators, diejenige der anderen 
Priparate iibertrifft und der Cystein-Fe-Zusatz seine Aktivitat in 
einem viel geringeren Grade als bei den minder aktiven Praparaten 
steigert. 

Will man die in der Kalte und nach dem Verfahren von Hunter 
und Dauphinee hergestellten Praparate auf das gleiche Niveau der 
Aktivitat bringen, so ist ein in beiden Fallen verschiedenes Ma®B der 
Aktivierung erforderlich. In dem von uns angefiihrten Beispiel ist behufs 
Erreichung des maximalen Grades der Aktivation (60,0 bis 60,6) ersteren- 
falls ein Aufstieg von 51,7, letzterenfalls von 35,1 erforderlich. Es ist, 
mit anderen Worten, das nach dem ersteren Verfahren gewonnene 
Praparat schon an sich von gréBerer Aktivitat. Es lieBe sich auch sagen, 
daB bei dem hier in Frage kommenden Extraktionsverfahren der akti- 
vierende Komplex weniger gelitten hat. Es folgt daraus, dab, bevor 
man sich ein Urteil itiber die tatsichliche Aktivitat der Arginase im 
lebenden Organ bilden will, man im klaren dariiber sein muB, wieweit 
das eine oder das andere Extraktionsverfahren den Aktivierungs- 
komplex beeinfluBt 
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Unsere Versuche, die die Hemmung der Aktivitat der Arginase 
bezweckten, erstreckten sich auch auf die Einwirkung von Gasen. 
Die Reaktivierung des Ferments laBt sich auch letzterenfalls erreichen, 
es erscheint daher nicht unwahrscheinlich, daB es sich sowohl bei Er- 
warmung als bei der Einwirkung von Gasen um einen wesentlich gleichen 
Vorgang bei der Hemmung und folglich auch bei der Reaktivierung 
handelt. 

In dieser Arbeit wollen wir uns auf die vorangehenden Ausfiihrungen 
beschranken. Eine nahere Analyse unserer Befunde bleibt einer nachsten 
Mitteilung vorbehalten. Es konnte auch hier die Arbeit von Edl- 
bacher (3) nicht mehr beriicksichtigt werden, da sie uns erst nach Ab- 
schluB unserer Untersuchung zukam. 


Literatur. 

1) Baumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 8, 298, 1883/84. — 2) Berg- 
mann u. Zervas, ebendaselbst 172, 286, 1927; 152, 282, 1926. — 3) Edlbacher, 
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ebendaselbst 167, 76, 1927. — 5) Hunter u. Dauphinee, J. of. biol. Chem. 85, 
627, 1930. — 6) Salaskin u. Solowjew, Zeitschr. f. physiol. Chem. 200, 259, 
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Uber die Wirkung parenteral zugefiihrten Eisens 
auf die Blutbildung. 


Von 
W. Lintzel und T. Radeff. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1932.) 


Auf Grund der Annahme, daB das Nahrungseisen in ionisierter 
Form, und zwar vermutlich als Ferroion zur Resorption gelangt und 
dann zum Aufbau der organischen Eisenverbindungen des Organismus 
dient, ergibt sich die Forderung, daB auch parenteral zugefiihrtes 
ionisiertes oder leicht ionisierbares Eisen in diesem Sinne wirksam 
sein sollte. Allerdings ist hierbei zu beriicksichtigen, da8 unter normalen 
Bedingungen der Ernaéhrung das Eisen nur in kleinen Quantitaten 
in den Kérper gelangt, erst vom Darmepithel aufgenommen wird und, 
vermutlich auf dem Blutwege weitergehend, zuerst in die Leber kommt. 
Dadurch kénnen besondere, die Assimilation einleitende Bedingungen 
geschaffen sein, die bei der parenteralen Injektion von Eisenverbin- 
dungen nicht ohne weiteres gegeben sind. 

Giinstige Erfolge mit subcutan injiziertem Ferricitrat haben u. a. 
Warfwinge!, Morse? und Engel* bei Chlorose und Anamie erzielt, doch 
hat ihre Therapie kein breiteres Anwendungsgebiet gefunden. Chatterjee* 
beobachtete nach intravenéser Injektion von Ferriammoncitrat beim Hunde 
in einigen Fallen Vermehrung der retikulierten Erythrocyten. Dagegen 
konnten Williamson und Ets* und Whipple und Robscheit*, die am kiinstlich 
animisierten Hunde arbeiteten, keine Wirkung des subcutan zugefiihrten 
Ferricitrats auf die Blutbildung feststellen. Lintzel’ injizierte jungen, 
wachsenden Ratten, die eisenfrei ernéhrt wurden, verschiedene Eisen- 
verbindungen subcutan, und zwar je 3 mg Fe in ein bis drei Injektionen 
(Tabelle I). 


Warfwinge, Nord. med. Ark. 40, 1, 1907. 

Morse, J. Amer. med. Assoc. 58, 107, 1909. 
Engel, Wiener Arch. f. inn. Med. 7, 55, 1923. 
Chatterjee, Indian J. med. Res. 16, 887, 1929. 
Williamson v. Ets, Arch. intern. Med. 86, 3, 1925. 
Whipple u. Robscheit, ebendaselbst 27, 591, 1921. 
Lintzel, Zeitéchr. t. Ziichtung 17, 245, 1930. 


“seo ve 8 » 








520 W. Lintzel und T. Radeff: 


Tabelle I. 


Hamoglobin- und Eisengehalt junger Ratten nach Injektion verschiedener 
EKisenverbindungen (3 mg Fe). 





Nr Sat dian, Cini __Korpergewieht ‘s) | Gesamt-Fe Hamoglobin-Fe 
; Anfang Ende mg mg 

1 Sofort analysiert 32 31 0,92 0,40 

2 6 Wochen eisenfrei 30 45 1,00 0,43 

3 Fe dialysiert subcutan 32 51 3,25 0,42 

4 Ferrocitrat subeutan 25 36 2.32 0,52 

5 FeSO, subcutan 26 37 2,92 0,41 

6 FeCl, per os 26 93 2, 1,61 


Gegeniiber dem eisenfrei ernihrten Kontrolltier war bei den Versuchs- 
tieren eine Vermehrung des Hamoglobinbestandes kaum nachzuweisen, eine 
sehr erhebliche bei oraler Zufuhr der gleichen Eisenmenge in einer Reihe 
kleiner Einzeldosen. Das Ferrum dialysatum war in der Hauptmenge 
offenbar an der Injektionsstelle liegengeblieben, wo sich noch 6 Wochen 
nach der Injektion braune Pigmentierung fand. Pigmentierung war auch 
nach Injektion von Ferrosulfat vorhanden. In drei Portionen injiziertes 
Ferrocitrat war offenbar resorbiert, auch hier war jedoch keine merkliche 
Hamoglobinbildung nachweisbar. 


Unter verschiedenen Eisenverbindungen bietet offenbar das 
komplexe Citrat-Natrium relativ die besten Aussichten, da es vom Ort 
der Injektion leicht resorbiert wird. Citronensaéure wird im Organismus 
leicht oxydiert, so daB8 im K6rper verbleibendes Eisencitrat vermutlich 
schnell seine komplexe Natur verliert. In den folgenden Versuchen 
haben wir Ferricitrat-Natrium wiederum bei Ratten subcutan injiziert, 
jedoch jetzt in taglichen kleinen Quantitéten, um den physiologischen 
Bedingungen der Eisenaufnahme naher zu kommen. 


Versuch 1, 


Fiir diesen Versuch wurden acht halberwachsene Ratten eines Wurfes 
verwendet, die zunadchst 3 Wochen bei einer eisenarmen Nahrung aus 
Eiereiwei8, extrahiertem Reis und Saizen gehalten wurden, wobei sie ihre 
Eisenreserven fiir ihr Wachstum verbrauchen sollten. Da®8 dies der Fall 
war, zeigt das Kontrolltier Nr. la (Tabelle II), das nach Ablauf dieser 
Zeit untersucht wurde und nur eine minimale Eisenmenge in der Leber 
aufwies. Als heiz fiir die Hamoglobinbildung kam nun bei den iibrigen 
Tieren starke Luftverdiinnung zur Einwirkung. Die Tiere wurden dazu 
fiir 3 Wochen in groBe Exsikkatoren gebracht und hier mittels der an 
anderer Stelle beschriebenen Einrichtung! einem verminderten Luftdruck 
ausgesetzt. Die Tiere Nr. 1b und le erhielten hierbei weiterhin eisenfreie 
Grundnahrung, Nr. 1d, le und If erhielten taglich subcutan 0,5 mg Fe in 
Form von Ferricitratnatrium in steriler 0,8 °,ig. Kochsalzlésung. Im ganzen 
wurden so 10 mg Fe verabfolgt. Toxische Wirkungen waren nicht erkennbar ; 
als auffalliges Symptom wurde kurz nach der Injektion eine H yperdmie der 


1 Lintzel u. Radeff, Pfliigers Arch. 222, 674, 1929; Lintzel, ebendaselbst 
227. 693, 1931. 
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Haut, erkennbar an der Hellrotfirbung der unbehaarten Kérperteile, 
beobachtet. Die Tiere Nr. 1g und Ih erhielten taglich 0,5 mg Fe in der 
gleichen Form zum Futter zugesetzt. 

Nach Ablauf der Versuchszeit wurden alle Tiere mit Leuchtgas getétet 
und hinsichtlich Gesamthamoglobingehalt. Gesamteisengehalt sowie Ejisen- 
gehalt der blutfreien Leber untersucht !?. 


Tabelle II. 
Ratten im Unterdruck, Dauer 3 Wochen. 





Kérpergewieht (g) Gesamt- Gesamt-  Leber- 
- Fe 


Ge- 


Nr.  sehlec Art des Versuchs sation thea dicaipiabsatemesthitiaese co € Hb Fe 
anoeee Anfang Ende mg mg Fe mg 

la rou Sofort untersucht 116.5 4,25 1,95 0,08 
ib} @ i Kisenfrei j; 109 102 4,98 2,74 0,09 
le| o Jf cee | 98 90 473 277 | 0,12 
1d Q Se een 97 $1 10,66 2.57 6,00 
tel eo ft ee man § 99.5 80 11,86 3,09 3,08 
if] g [jSrme He See T 110 84 11,35 304 3,90 
lg rou | Fe-Citrat per os | 106 99 7.47 4,58 0,92 
lh g } (0,6 mg Fe taglich) | 101 95 7,02 5,75 0,74 


Wahrend die eisenfrei ernahrten Tiere 4,7 bis 4,9 mg Gesamteisen 
enthalten. finden sich nach subcutaner Injektion von insgesamt 10 mg Fe 
im Kérper 10,6 bis 11,8 mg wieder. Rund 6 mg, d.h. etwa 60°, der inji- 
zierten Menge, sind somit im Kérper zuriickgeblieben und finden sich zum 
erheblichen Teil in der Leber. Der Gesamthamoglobingehalt dieser Tiere 
indessen ist im Vergleich zu den eisenfrei ernihrten nur wenig gestiegen. 
Das injizierte Eisen ist somit nicht in merklichem Umfange fiir die Blut- 
bildung verwertet worden. Die Tiere Nr. 1g und lh dagegen, die nach Menge 
und Beschaffenheit gleiche Eisengaben per os erhalten haben, haben zwar 
bei einem Gesamteisengehalt von 7,0 und 7,4 mg nur etwa 2,5 mg, d.h. 
25°, der verfiitterten Menge retiniert, dieses aber zum gr6éBeren Teil fiir die 
Blutfarbstoffbildung verwertet, wahrend hier die Eisenspeicherung in der 
Leber gering ist ?. 

Dieser Versuch zeigt, daB das per os aufgenommene Eisen ohne 
weiteres zur Haimoglobinbildung verwendet worden ist, wahrend das 
injizierte vorwiegend in der Leber liegen geblieben ist. Aber auch in 
der Leber gespeichertes Nahrungseisen wird, wie wir friiher* zeigen 
konnten, bei Eisenbedarf auBerst rasch mobilisiert und fiir die Blut- 


1 Methodik vgl. Lintzel u. Radeff/, Arch. f. Tierernéhrung u. Tierzucht 
6. 313, 1931. 

2 Die hier erwiesene Wirksamkeit von Ferricitrat per os steht nicht 
im Widerspruch mit der Annahme, da8 nur ionisiertes Eisen resorbiert 
werde, da Ferricitrat im normal sauren Magensaft leicht ionisiert wird. 
Nur bei einem gréBeren UberschuB von Citronensaure bleibt die Komplex- 
form erhalten oder kann im schwacher sauren Duodenalinhalt regeneriert 
werden, so daB eine Hemmung der Eisenresorption eintritt (vgl. Lintzed, 
be}. 

3 Lintzel u. Radefi, Pfliigers Arch. 224, 451, 1930. 
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bildung verwertet. Es scheint daher, als ob es sich um zwei Formen 
der Eisenspeicherung handelt, die nach der Herkunft des Eisens wie auch 
nach seiner Mobilisierbarkeit verschieden sind. 


Versuch 2. 

Durch die Untersuchungen von Henriques und Okkels! und von Polson? 
ist gezeigt worden, daB das histologische Bild der Eisenspeicherung bald 
nach der Injektion von Eisenverbindungen ein anderes ist wie Wochen oder 
Monate spater, und daB es verfehlt ware, das Momentanbild der Eisen- 
speicherung nach parenteraler Eisenzufuhr ohne weiteres mit den physiologi- 
schen Erscheinungen des Eisenstoffwechsels zu identifizieren. Auf Grund 
der Uberlegung, daB vielleicht ein gewisser Zeitraum erforderlich ist, damit 
parenteral zugefiihrtes, in der Leber angehauftes Eisen zur Assimilation 
kommt, haben wir den Tieren in einer Vorperiode von 16 Tagen 8 mg Fe 
parenteral einverleibt und dann erst die Luftverdiinnung als Reiz zur 
vermehrten Hamoglobinbildung einwirken lassen. Allerdings ist es bei 
dieser Versuchsanordnung nicht méglich, einen unmittelbar vergleichbaren 
Parallelversuch mit oraler Eisenzufuhr durchzufiihren, da es nicht gelingt, 
einem normalen Tier, das keinen Eisenhunger hat, in kurzer Zeit durch 
Zufiitterung von Eisen ein ahnlich hohes Eisendepot beizubringen, wie dies 
durch parenterale Zufuhr méglich ist. 


Tabelle III. 
Ratten im Unterdruck, Eisenzufuhr in der Vorperiode. 








Kirpergewicht (g) Gesamt- Gesamt- | Leber- 
Fe 








- Ge- : , Hb Fe 
Mis. | on Art des V h 

* | sehlecht nog Par Anfang Ende mg mg Fe mg 
2a Q is ; ¥ 90 90 | 4,58) 2,00 0,10 
2b 9 Eisenfrei ernahrt 84 79 | 436 9°95 0:08 
2e,  Q Fe-Citrat subeutan { 88 94 | 12,56) 4,05 | 3,31 
2d 2 (8 mg in der Vorperiode) 93 98 | 9,22 3,19 3,48 
2e o Fe-Citrat per os 81 79 | 492) 298 | 0,28 
2f g (8 mg in der Vorperiode) 80 80 6,39 | 3,50 0,57 


Das in der Vorperiode in kleinen Gaben injizierte Eisen ist wiederum 
besonders reichlich in der Leber gespeichert worden, auBerdem findet 
sich eine im Vergleich zu den eisenfrei gehaltenen Kontrolltieren Nr. 2a 
und 2b ganz erhebliche Hamoglobinbildung, die derjenigen nach oraler 
Zufuhr entspricht, wenn man die etwas geringeren Kérpergewichte der 
Tiere Nr. 2e und 2f beriicksichtigt. 

Den ganz abweichenden, positiven Erfolg des zweiten Versuchs 
miissen wir auf die Darreichung des Eisens in der Vorperiode zuriick- 
fiihren, wodurch fiir die Assimilation des Eisens eine gréBere Zeitspanne 
zur Verfiigung steht. Man kénnte das Ergebnis auch so deuten, daB im 
ersten Versuch eine toxische Wirkung der Injektionen die Hamoglobin- 
bildung gehemmt hat, wahrend im zweiten Versuch die toxische Wirkung 


1 V. Henriques u. H. Okkels, Zeitschr. f. Zellforsch. 12, 155, 1930. 
2 Polson, Quart. J. Med. 28, 77, 1929. 
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schon abgeklungen war, als mit dem Unterdruck der Reiz zur Hamo- 
globinbildung einsetzte. Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, daB 
man bei der Uberschwemmung des Kérpers mit Eisen bisher mehr mit 
einer Reizwirkung auf die blutbildenden Organe, nicht aber mit einer 
Hemmung der Blutbildung gerechnet hat. Die folgenden Versuche 
sollen auf diese Frage Riicksicht nehmen. 


Versuch 3 und 4, 


Zu diesen Versuchen sind junge Ratten verwendet worden, die infolge 
ihres Wachstums bestrebt sind, ihren Hamoglobinbestand zu vermehren. 
Die Tiere erhielten Ferricitratnatrium in sehr kleinen taglichen Injektionen 
von 0,1 mg Fe, und wurden im iibrigen mit den Kontrolltieren bei der 
gleichen eisenfreien Nahrung in einem Kafig zusammengehalten. Sie zeigten 
annahernd normales Wachstum und wiesen nach 5 Wochen Eisenspeicherung 
in der Leber und im Vergleich zu den Kontrolltieren ohne Eisenzufuhr 
erhebliche Hadmoglobinbildung auf. Die Hamoglobinbildung aus injiziertem 
Ferricitrat ist hier wiederum ohne Zweifel verwirklicht. In gleicher Menge 
und Beschaffenheit per os verabfolgtes Eisen hat allerdings auch in diesen 
Versuchen eine bessere Wirkung als das injizierte. 


Tabelle IV. 
Junge wachsende Ratten, Versuchsdauer 5 Wochen. 








r Ks we 4 me ( : Gesamt- Gesamt- Leber- 
Nr. ecbboaht Art des Versuchs a Fe Hb Fe 
Anfang | Ende mg mg Fe mg 
3a rou | 29 71 1,41 0,54 0,11 
3b Q | Kisenfrei ernahrt 29 59 0,78 0,55 0,09 
3c\| | 99 65 129 061 0.09 
9 Ne] ( . ‘ 
rH 3 | Ferricitrat-Na subcu- ° 4 = + = 
8g of ‘te Cus Fe, pro Teg )| 99 77 | 530 | 1:39 | 1,30 
3h) Q ete ietes 29 65 473 1,03 | 1,28 
; ‘ 76 9 F; 9 
3k| 9 || SmgFerricitrat-Na | 593 47 B09 | 1168 | 0129 
3] o jper os (0,1 mg taglich) 983 90 - 156 | 0:24 
Je 3mg Fe als Ferri- fe une 
gm) & || Gamatta por oe ma | $2 | 7B | BGS) M8 | te 
subcutan ; . ci een 


Bei den Tieren Nr. 3m, 3n und 4i ist nun Ferricitrat gleichzeitig per os 
und subcutan gegeben worden, im ganzen also die doppelte Menge wie bei 
den iibrigen Tieren. Hier sollte sich zeigen, ob auBer der Materialwirkung 
des zugefiihrten Eisens eine pharmakologische im Sinne der Férderung oder 
Hemmung der Blutbildung nachzuweisen ware. Die Hamoglobinwerte der 
fraglichen Tiere liegen an der unteren Grenze der Werte bei Verfiitterung 
allein und iiber den Werten bei parenteraler Zufuhr allein. Eine die Hamo- 
globinbildung hemmende Wirkung des in kleinen Einzeldosen injizierten 
Ferricitrats ist hiernach nicht wahrscheinlich. Jedenfalls nicht vorhanden ist 
eine Reizwirkung des parenteral zugefiihrten Eisens, die hier deutlich zum 
Vorschein kommen miiBte. 
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Tabelle V. 


Junge wachsende Ratten, Versuchsdauer 5 Wochen. 





Korpergewicht (g) Gesamt-Fe Gesamt-Hb  Leber-Fe 





Nr. Art des Versuchs 
: a veus Anfang Ende mg mg Fe mg 
4a “a + kale {i 80 57 1,12 0,51 0,06 
4b Eisenfrei ernahrt | 34 73 0:78 0.55 0,04 
4¢ 9 : i Ab 32 87 3,10 1,25 0,29 
2,5 mg Fe als Ferri- ‘ pd oo 
bts | citrat-Na subcutan | = bg I oe re 
4f |) (©,1mg Fe pro Tag) || 39 63 | 3,23 0.90 0.58 
2,5mg Fe als Ferri- a 
4g || ome ii $2 102 4,49 2,07 0,39 
citrat-Na per os (0,1 mg 9 ' ‘ 
4h j Fe pro Tag) | 32 83 3,33 1,54 0,41 
4i Je 2,5 mg Fe per os 30 80 4,62 1,47 1,38 


und subecutan 


Durch die Versuche glauben wir den Nachweis gebracht zu haben, 
daB parenteral zugefiihrtes Ferricitrat-Natrium zur Hamoglobin- 
synthese Verwendung findet, wenn gewisse Bedingungen gewahrt 
werden, und zwar Zufuhr in minimalen Einzeldosen und eine fiir die 
Assimilation ausreichende Zeitspanne!. Die therapeutische Anwendung 
der Injektion von Ferricitrat-Natrium méchten wir trotz des positiven 
Ergebnisses der Versuche nicht empfehlen, da die allgemein toxischen 
Wirkungen derart verabfolgten Ferricitrats nicht unbedenklich er- 
scheinen. 


Zusammenfassung. 


1. An Ratten, die bei eisenfreier Kost gehalten werden, wird die 
Hamoglobinbildung aus subcutan injiziertem  Ferricitrat-Natrium 
‘untersucht. 

2. Bei fortgesetzter Injektion jeweils kleiner Eisenmengen wird die 
Bildung von Hamoglobin aus injiziertem Ferricitrat-Natrium nach- 
weisbar. 

3. Ferricitrat-Natrium wirkt bei parenteraler Zufuhr langsamer 
auf die Haimoglobinbildung als bei Zufuhr per os. Eine spezifische 
Reizwirkung auf die Blutbildung lieB sich bei kombinierter Zufuhr 
per os und parenteral nicht nachweisen. 

4. Die Wirkung des parenteral wie auch per os zugefiihrten Ferri- 
citrat-Natriums mu® daher als reine Materialwirkung angesehen 
werden. 


* Die Méglichkeit, da8B parenteral injiziertes Ferricitrat in den Magen 
ausgeschieden, ionisiert und in normaler Weise riickresorbiert wird, soll 
vorlaufig nicht diskutiert werden. 
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Uber die Pektolase, ein neuaufgefundenes Pektinferment. I. 


Von 


Felix Ehrlich. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und landwirtschaftliche Technologie der 
Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1932.) 


Das in der Pflanzenwelt als wichtiger Bestandteil der Zellmem- 
branen des Nahrgewebes von Friichten, Wurzeln, Blattern und Stengeln 
weit verbreitet vorkommende hochmolekulare Pektin unterliegt der 
Einwirkung sehr verschiedenartiger Fermente. Solche pektinab- 
bauenden Enzyme spielen im Stoffwechsel der griinen Pflanze, be- 
sonders bei der Keimung der Samen und beim Reifen der Friichte, 
eine wesentliche Rolle. AuBer in den Saften der griinen Pflanzen finden 
sich Pektin angreifende Fermente in vielen Mikroorganismen, namentlich 
in gewissen Schimmelpilzen und Bakterien, von denen pflanzliche 
Produkte haufig befallen werden. Die Erscheinung der Weichfaule 
von Wurzeln und Obstfriichten, der Réste von Pflanzenfasern und ahn- 
licher biologischer Vorgaénge sind auf die Wirkung von Fermenten 
bestimmter Mikroorganismen zuriickzufiihren, durch welche das Pektin 
der Mittellamelle gelést und der Zusammenhang der Zellverbande 
entsprechend gelockert wird. 

Auf Grund lterer Arbeiten', die mehr die auBeren Merkmale der 
Veranderungen des Pektins beachteten, unterschied man im wesentlichen 
drei Arten spezifischer Pektinfermente, die Protopektinase (Pektosinase), 
die Pektinase und die Pektase. 

Die Protopektinase lést die Mittellamelle von Pflanzengeweben auf 
und bewirkt dadurch ihren Zerfall, wobei das urspriinglich unlésliche Pektin 
in lésliche Verbindungen iibergeht ( Beijerinck, Jones, Willaman). 

Die in keimenden Pflanzen und in verschiedenen Pilzen nachgewiesene 
Pektinase baut lésliches Pektin zu nicht niher bestimmten reduzierenden 
Verbindungen und einfacheren Substanzen ab (Bourquelot und Hérissey, 
Willaman). 


1 Ausfiihrlicheres iiber die Literatur vgl. bei H.v. Euler, Chemie der 
Enzyme, 3. Aufl., II. Teil, 1. Abschnitt, 8.451, 1928; F. Ehrlich in 
C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 3, 926, 1928; F. Ehrlich. 
Cellulose-Chemie 11, 161, 1930. 
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Die Pektase, die sich in jungen Blattern griiner Pflanzen (Klee, Luzerne, 
Tabak usw.), in Mohrriiben und in Obstsaften angereichert findet, fiihrt 
gewisse lésliche Pektinstoffe in unlésliche Verbindungen iiber, die sich in 
Form von gallertartigen Niederschlagen abscheiden (Frémy, Bertrand 
und Mallévre, v. Euler). Primar wird dabei aus dem Pektin zunachst Methy]- 
alkohol abgespalten und die frei werdende komplexe Saéure setzt sich dann 
sekundar mit Kalksalzen der Safte zu dem Gel eines unléslichen Kalksalzes 
der Tetragalakturonsadure oder einer abgebauten Pektinséure um (Goyaud, 
v. Fellenberg, C. Neuberg, F.. Ehrlich). 

Die weiter fortschreitende Erkenntnis der chemischen Konstitution 
des Pektins? lieB fiir die Spaltung des komplizierten Baues dieser Substanz- 
gruppe auf Grund der Gesetze der Spezifitat noch eine Reihe- anderer 
Pektinfermente voraussehen. Tatsachlich war es durch eingehende Unter- 
suchungen iiber das Verhalten einzelner chemisch gut definierter hoch- 
molekularer Pektinbestandteile gegeniiber Fermentgemischen verschiedener 
Herkunft méglich, Beweise fiir die Existenz weiterer Vertreter der Gruppe 
der Pektinfermente zu erbringen, die zum Teil wohl auch in den oben er- 
wahnten Enzymen vorlagen, aber friiher infolge der mangelnden Einsicht 
in die chemische Struktur der Pektinstoffe in ihrer Eigenart nicht erkannt 
waren. Auf diese Weise gelang es meinen Mitarbeitern und mir, bisher 
drei neue Arten von Pektinfermenten aufzufinden, die in ihrer chemisch 
differenzierten Wirkung besonders bemerkenswert erscheinen. Es sind dies 
die Propektinase, die Arabanase und die Pektolase. 

Die Propektinase® zerlegt analog der Wirkung des heiBen Wassers 
das in kaltem Wasser unldsliche urspriingliche Pektin hydrolytisch in 
Hydratopektin, d.h. in das wasserlésliche Gemisch von Araban und von 
Calcium-Magnesiumsalz der Pektinsdure. Uber dieses Ferment werde ich 
demnachst mit Jda Bender in dieser Zeitschrift ausfiihrlicher berichten. 

Die Arabanase*® spaltet das linksdrehende Araban aus Pektin zu rechts- 
drehender /-Arabinose auf. 

Die Pektolase* hydrolysiert den wichtigsten Bestandteil des Pektins, 
die komplexe Tetragalakturonsdure, bis zur monomolekularen d-Galakturon- 


sdure. 

Von allen diesen Fermenten beansprucht die Pektolase das gréBte 
' Interesse, da es sich hier um dasjenige Ferment handelt, das den Haupt- 
bestandteil des Pektins und der Pektinsduren in seine Bausteine zerlegt. 





1 F. Ehrlich, Chem. Ztg, 41, 197, 1917; Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 
1305, 1927; Cellulose-Chemie 11, a. a. O.; F. Ehrlich in F. Ullmann, 
Enzyklopadie der techn. Chem. 8, 309, 1931; F. Ehrlich in G. Klein, Handb. 
d. Pflanzenanalyse 3, 80, 1932; F. Ehrlich u. R. v. Sommerfeld, diese Zeitschr. 
168, 263, 1926; F. Ehrlich u. F. Schubert, ebendaselbst 169, 13, 1926; Ber. 
d. Deutsch. chem. Ges. 62, 1974, 1929; F. Ehrlich u. A. Kosmahly, diese 
Zeitschr. 212, 162, 1929. 

2 Vorlaufig mitgeteilt von F. Rhrlich, Zeitschr. f. angew. Chem. 40, 
1312, 1927; 48, 1072, 1930; 44, 463, 1931; in C. Oppenheimer, Fermente 8, 
928, 1928; Cellulose-Chemie 11, 16], 1930. 

3 F. Ehrlich u. F. Schubert, diese Zeitschr. 203, 343, 1928; F. Ehrlich 
u. A. Kosmahly, ebendaselbst 212, 196, 1929. 

4 Vorlaufig mitgeteilt von /F. Ehrlich, Cellulose-Chemie a. a. O.; 
Zeitschr. f. angew. Chem. a. a. O. 
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Wie sich aus meinen friiheren Untersuchungen’, besonders mit 
F. Schubert, ergeben hatte, besteht der Kern des Pektinmolekiils aus 
einer komplexen Galakturonsdure, deren Gehalt in der isolierten nor- 
malen Pektinséure des wandstandigen Pektins etwa 68°, betragt, 
in den abgebauten Pektinséuren aber bis zu 94°,, und mehr ansteigen 
kann. Dieser Hauptkomplex la4Bt sich aus dem Verband des Pektins 
durch eine vorsichtig durchgefiihrte Hydrolyse mittels warmer ver- 
diinnter Salzsiure herauslésen und in Gestalt der vierbasischen Tetra- 
galakturonsdure gewinnen, einer komplexen Verbindung, die durch 
Austritt von 4 Mol. H,O aus 4 Mol. Galakturonsiéure C,H,,0, ent- 
standen zu denken ist und in der die Aldehydgruppen der Galakturon- 
siure sich maskiert in glykosidartiger Bindung mit Hydroxylgruppen 
befinden, wahrend die vier Carboxylgruppen in freier Form vorhanden 
sind. Es lieBen sich, durch ihre Léslichkeit und Drehung unterschieden, 
friher drei Arten von Saéuren aus Pektin isolieren, die vorlaufig als 
Tetragalakturonsdure a, b und c bezeichnet wurden. Von diesen Ver- 
bindungen war die a-Saéure der c-Séure sehr ahnlich und lieB sich mittels 
Alkali leicht in letztere iiberfiihren. Beide Substanzen zeigten keine 
Reduktion, waren in Wasser schwer léslich, in Salzséure unléslich 
und hatten eine nur wenig unterschiedene, sehr starke Rechtsdrehung. 
Durch langere Behandlung mit heiBem Wasser oder kochenden Séuren 
war sowohl die a- wie die c-Séure in die b-Saure iiberfiihrbar, eine von 
ihnen wesentlich verschiedene Verbindung, die in Wasser und Salzséure 
leicht léslich ist, deutlich reduziert, eine merkbar niedrigere Rechts- 
drehung aufweist und eine verseifbare Lactongruppe besitzt. 


Neuere, sehr eingehende und miihevolle Untersuchungen, iiber die 
ich mit A. Kosmahly an anderer Stelle berichten werde, haben unterdes 
gezeigt, daB die bisher als ,,Tetragalakturonséure a‘ bezeichnete Saure 
nicht als eine natiirliche Verbindung, sondern als ein Kunstprodukt 
anzusprechen ist, das bei der friiher gewahlten Art der Darstellung 
(zumeist aus Riibenpektin) infolge des Auskochens der festen Substanz 
mit starkem Alkohol durch eine partielle Veresterung der natiirlichen 
Tetragalakturonsdure c entstanden war. Damit ist auch eine einfache 
Erklarung fiir die groBe Ahnlichkeit dieser beiden Verbindungen und 
fiir die leichte Uberfiihrbarkeit der ,,a-Séure“‘ in die c-Séure gegeben. 
Tatsachlich existieren offenbar nur zwei natiirliche Isomere der Tetra- 
galakturonsdure, namlich die c- und die b-Saure. Demnach ist es jetzt 
notwendig, die friiher vorlaufig angegebene Nomenklatur fiir diese 
beiden wichtigen Spaltprodukte des Pektins fallen zu lassen und sie in 
eine zweckmaBigere und zugleich kiirzere abzuéndern, die der all- 


1 F. Ehrlich u. F. Schubert, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. a. a. O.; 
F.. Ehrlich, Cellulose-Chemie a. a. O. 
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gemeinen Bedeutung und dem verschiedenen Verhalten beider Ver- 
bindungen besser gerecht wird und auch ihren Ursprung ohne weiteres 
erkennen laBt. Da die bei der Salzsiurehydrolyse von Hydratopektin 
oder Pektinsiure sich zunachst abscheidende unlésliche Verbindung 
von den urspriinglich anhaftenden Gruppen der Arabinose, Galaktose, 
des Acetyls und des Methoxyls vollkommen befreit ist und dement- 
sprechend die gréBtmégliche Anhaiufung von alkoholischen Hydroxy]l- 
gruppen zeigt, so méchte ich diese friiher ,,Tetragalakturonsaure c** 
genannte Substanz jetzt mit dem Namen ,, Pektolsdure‘* bezeichnen. 
Sie ist das eigentliche Kernstiick aller Pektinstoffe und enthalt sehr 
wahrscheinlich die vier miteinander verbundenen Molekiile Galakturon- 
sdure in einer ringformigen Anordnung, wie dies in einer friiheren Arbeit! 
naher ausgefiihrt wurde. Fiir die bei der Herstellung der Pektolsiure 
stets in dem salzsauren Filtrat aufgefundene leicht lésliche Verbindung, 
friiher ,,Tetragalakturonsiure b‘ benannt, die sich auch direkt aus 
Pektolsiure gewinnen liBt, méchte ich dagegen den Namen ,, Pekto- 
laktonsdure** vorschlagen. Sie ist gewissermaBen schon ein Abbau- 
produkt der Pektolsiure, das durch Aufsprengung des Ringes der vier 
aneinandergekuppelten Molekiile Galakturonséure an einer Stelle zu- 
stande gekommen ist, so daB also die Pektolaktonsiure im Gegensatz 
zur ringférmig konstituierten Pektolsiure vermutlich eine offene Kette 
von vier hintereinandergeschalteten Molekiilen Galakturonsaure besitzt. 
Hierfiir spricht auch ihr Reduktionsvermégen und ihr daraus ab- 
geleiteter Gehalt an einer freien oder halbacctalartig gebundenen 
Aldehydgruppe. Charakteristisch fiir die Pektolaktonsaiure ist auch, 
daB sie im Gegensatz zur Pektolsdure, die vier freie Carboxylgruppen 
aufweist, nur drei direkt titrierbare Carboxyle, dagegen eine verseifbare 
Laktongruppe enthalt. 

Demnach sind also zwei Arten von Tetragalakturonsduren aus 
Pektin mit folgenden hauptsiachlichen Eigenschaften zu unterscheiden: 

1. Pektolsédure von der Formel C,H ,0.,; oder Cy H0,;(COOH),. 
Genauer zu bezeichnen als Mono-hydrato-tetra-anhydro-tetra-galakturon- 
siure, friiher ,,Tetragalakturonsaure c‘‘ genannt. In Wasser schwer léslich, 
in Salzsiure und in Alkohol unléslich. Vier Carboxyle direkt mit Alkali 
austitrierbar. Reduziert Fehlingsche Lésung nur in Spuren. In fast neutraler 
Lésung [x], etwa + 290°. Gibt mit Lésungen von Erdalkalihydroxyden 
und -salzen sowie von Schwermetallsalzen dicke, gallertartige Niederschlage. 


2. Pektolactonsdure von der Formel 
CO 7 
Cog Hg Oo, oder Cao Hog Or (< Pay } (COOH)s. 


Genauer zu bezeichnen als Tri-anhydro-tetra-galakturonsiure-mono-lacton, 
friiher ,,Tetragalakturonséure b‘* genannt. In Wasser und in Salzsaéure 


1 F. Ehrlich u. F. Schubert, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. a. a. O. 
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leicht léslich, in Alkohol unldéslich. Drei Carboxyle direkt titrierbar, das 
vierte erst nach Verseifung mit tiberschiissigem Alkali. Reduziert Fehling- 
sche Lésung und alkalische Hypojoditlésung deutlich. In wiasseriger Lésung 
{x]p etwa + 250°. Gibt mit Lésungen von Erdalkali- und Schwermetall- 
salzen nur flockige, schleimige Ausscheidungen. 

Es schien notwendig, erst die Eigenart und den Unterschied der 
beiden komplexen Galakturonséureverbindungen aus Pektin naher zu 
kennzeichnen, ehe man sich den besonderen Bedingungen ihrer Hydrolyse 
und ihres fermentativen Abbaues weiter zuwenden konnte. 

Sowohl die Pektolsdure wie die Pektolactonsdure zerfallen bei der 
totalen Hydrolyse, am besten durch kurzdauerndes Erhitzen mit 1° ,iger 
Schwefelsiure auf 4 bis 5 Atm. Uberdruck, weitgehend in die mono- 
molekulare d-Galakturonséure. Bei der Zerlegung der Pektolsadure tritt 
hierbei stets die Pektolactonséiure als Zwischenprodukt auf. Der 
hydrolytische Vorgang laBt sich daher am besten in folgenden zwei 
Phasen formulieren: 

1. Cog 34Oo5 = CygHy20.4 + HO, 
2. CoHs20., + 4H,O = 4C,H,,0;. 


Nach dem friiher angegebenen Verfahren! ist aus den Hydrolyse- 
lésungen leicht in Mengen von 35 bis 40% der Theorie reine kristallisierte 
d-Galakturonsiure zu gewinnen. Eine Zersetzung der restlichen 
Galakturonséure zu tiefergehenden furanartigen Abbauprodukten war 
bei dieser Art der Hydrolyse nicht zu vermeiden. 

Ganz analog der Sturehydrolyse nach der angegebenen Formu- 
lierung verlauft nun die enzymatische Spaltung der Pektolstiure und der 
Pektolactonsdure zu d-Galakturonsdéure durch ein Ferment, das ich mit 
dem Namen ,,Pektolase** bezeichnen méchte. Dieses Ferment war in 
der Maltase und in Hefeausziigen nicht nachzuweisen, findet sich aber 
in geringen Mengen in manchen Praparaten der Diastase und des 
Emulsins, in bedeutend stairkerem MaBe und regelmaBig: vor allem in 
der Takadiastase. Eine besonders wirksame Form der Pektolase \ieB 
sich dann aus den Extrakten des Mycels gewisser Arten von Penicillium- 
pilzen isolieren, und als nicht minder aktiv erwies sich ein in der 
Weinbergschnecke vorkommendes, die Pektolsiure vollkommen spal- 
tendes Enzym. 

Die cigentiimlichen Verhaltnisse der fermentativen Spaltung der 
Pektolsiure wurden besonders eingehend zunichst an der kauflichen 
,. Takadiastase* studiert. Auf wasserige Léisungen oder Suspensionen 
der nur schwer léslichen Pektolsiure von py = 2,85 war dieses Ferment- 
praparat ganz unwirksam. La®t man dagegen Takadiastase auf mit 


1 F. Ehrlich u. IF’. Schubert, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 62, 2013, 1929; 
F. Ehrlich u. A. Kosmahly, diese Zeitschr. 212, 213, 1929. 
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Alkali genau neutralisierte wiisserige Lésungen von Pektolsdure bei ge- 
wohnlicher Temperatur unter Zusatz von Toluol einwirken, so nimmt 
die spezifische Drehung der Verbindung von urspriinglich -+ 285 bis 
+ 290° in einigen Tagen langsam ab und bleibt nach etwa 8 bis 14 Tagen 
konstant auf etwa -} 250 bis + 240° stehen. Die anfangs nicht redu- 
zierende Lésung reduziert jetzt deutlich, bleibt auf Zusatz von Salz- 
siure vollkommen klar und gibt mit Bleiessig nur flockige Triibungen, 
im Gegensatz zur urspriinglichen Lésung der Pektolsiure, die mittels 
Salzsiure in dichten Flocken fallbar ist und mit Bleiessig in typischer 
Weise starke durchsichtige gallertartige Niederschliage bildet. In der 
fermentierten Lésung, die sich dann in der Folgezeit auch nach monate- 
langem Aufbewahren nicht weiter verindert, ist also die urspriingliche 
Pektolsdure nicht mehr vorhanden. Sie ist analog der Saéurehydrolyse 
durch das Ferment in Pektolactonsdure iibergefiihrt worden, die sich 
aus der Endlésung durch Fallung mit Salzsiurealkohol mit den 
friiher! angegebenen Eigenschaften in betrachtlichen Mengen ge- 
winnen la8t. Das Ferment ist also ebenfalls imstande, durch Wasser- 
anlagerung den Ring der Pektolsiure an einer Stelle zu sprengen und 
in der entstehenden Verbindung mit offener Kette unter Abspaltung 
eines Molekiils Wasser das entsprechende Monolacton, die Pektolacton- 
siure, zu bilden, die, wie sich gezeigt hat, in neutraler Lésung von 
Takadiastase nicht weiter abgebaut wird. 

Viel tiefergehend und schneller wird nun aber die Pektolsdure von 
der in der ,,Takadiastase“‘ vorhandenen Pektolase abgebaut, wenn man 
das Ferment nicht auf die vollstandig, sondern nur partiell neutralisierte 
Lésung der Verbindung einwirken l4Bt. Am besten gelingt dies bei 
30° und bei einem py von etwa 6,3 bis 4,5, das nicht durch Zugabe von 
Pufferlésungen, sondern am einfachsten durch Zusatz entsprechend 
‘ abgestufter Mengen von n/10 Natronlauge hergestellt werden kann, 
wobei das entstehende Natriumsalz der Pektolsaure selbst zur Pufferung 
dient. Unter diesen Bedingungen erfolgt die fermentative Umwandlung 
der Pektolsiure in die Pektolactonsaure meist schon im Laufe eines Tages 
vollstindig. Der Abbau ist aber damit nicht beendet, sondern geht 
in den nachsten Tagen verhaltnismaBig schnell, dann allmahlich lang- 
samer weiter und fiihrt schlieBlich nach Verlauf von mehreren Monaten, 
je nach der Zusammensetzung und Konzentration der urspriinglichen 
Lésung und je nach dem Wirkungsgrad des Ferments zu einer fast 
totalen Aufspaltung der intermedidr auftretenden Pektolactonsdure zur 
monomolekularen d-Galakturonsdéure. AuBerlich macht sich diese Spaltung 
bereits dadurch bemerkbar, daB die Drehung der fermentierten Lésung 


1 Vel. .,Tetragalakturonsaure b“, F. Ehrlich u. F. Schubert, Ber. d. 
Deutseh. chem. Ges. 62, 2005, 1929. 
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schon nach einigen Tagen bis weit unterhalb der DrehungsgréBe der 
Pektolactonsiure abnimmt und nach etwa 3 bis 4 Monaten Endwerte 
erreicht, die unter Beriicksichtigung der Eigendrehung der zugesetzten 
Takadiastase ungefihr der gegeniiber der Pektolsdure relativ niedrigen 
Drehung der d-Galakturonsiure (C,H,)0,.H,O[«]) + 51,0°) ent- 
sprechen. Proportional der Abnahme der Drehung in der mit dem 
Ferment behandelten Lésung von Pektolséiure nimmt ihre Reduktion 
gegen Fehlingsche Lésung in der gleichen Zeit dauernd zu bis zu einer 
Konstanz, die beweist, daB durch die Pektolase alle glykosidisch ge- 
bundenen Aldehydgruppen der Pektolsiure aufgespalten und dadurch 
die gesamte darin enthaltene d-Galakturonséure annaihernd in der 
theoretisch berechneten Menge in Freiheit gesetzt ist. Sehr geeignet 
fiir das Studium der Wirkung der Pektolase erwies sich auch die friiher! 
beschriebene typische ziegelrote Reaktion der d-Galakturonsiure mit 
iiberschiissigem Bleiessig in der Warme. Solange zu Beginn des Ferment- 
versuchs Pektolsiure und Pektolactonséure allein in den Lésungen 
vorlagen, wurden mit Bleiessig stets gelatinédse Fallungen erhalten, 
die sich beim Erhitzen des Gemisches nur gelblich farbten. Nach 3- bis 
4tagiger Einwirkung des Ferments unter giinstigem py ergaben aber die 
Lésungen mit iiberschiissigem Bleiessig Niederschlage, deren farblose 
Filtrate sich beim Erwarmen unter Triibung rosa bis fleischfarben 
farbten, ein Zeichen dafiir, daB bereits geringe Mengen d-Galakturon- 
saure entstanden waren. In 8 bis 14 Tagen lieferte die Bleireaktion 
schon deutlich ziegelrote Niederschlaige, die auf eine starke Vermehrung 
der abgespaltenen d-Galakturonséure in der fermentierten Lésung 
hindeuteten. Bei Beendigung des Fermentversuchs gab die geklirte 
Flissigkeit mit. Bleiessig weiBe Niederschlige, die sich gewéhnlich 
im UberschuB des Fallungsmittels restlos lésten und aus deren Lésungen 
beim Erwirmen sich starke imtensiv himbeer- bis ziegelrot gefarbte 
Fallungen bildeten, was der betrachtlichen Anhaufung der Galakturon- 
siure durchaus entsprach. Ein deutliches Zeichen fiir die Anreicherung 
der Galakturonséure in den fermentierten Lésungen der Pektolsdure 
war auch die starke Verschiebung des py nach der sauren Seite wihrend 
der Versuche infolge der weitergehenden Dissoziation der entstehenden 
monomolekularen Saéure (py = 2,5), die sich in den nur schwach ge- 
pufferten Lésungen besonders auswirkte, aber auf den Gesamtverlauf 
der enzymatischen Spaltung keinen wesentlichen EinfluB ausiibte, 
wenn das Anfangs-py giinstig gewahlt war. 

Der itiberzeugendste Beweis fiir die fast vollstandige Spaltung der 
partiell neutralisierten Pektolsiure nach geniigend langer Einwirkung 
der Pektolase der Takadiastase lieB sich schlieBlich in der Weise er- 


aaa ‘ 
1 F.. Ehriich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 352, 1932. 
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bringen, da man nach Zusatz der zur Bindung des Alkalis gerade nétigen 
Menge Schwefelsiure die fermentierte geklarte Lésung im Vakuum ver- 
dampfte, den Riickstand mit Alkohol auszog und die alkoholischen 
Extrakte zum Sirup einengte, der sehr bald spontan kristallisierte. 
Es gelang, daraus regelmaBig in betrachtlichen Mengen und in groBer 
Reinheit kristallisierte d-Galakturonsdure zu gewinnen, die gewohnlich 
in Form der «-Verbindung C,H,)0;.H,O erhalten wurde. 

Von sonstigen handelsiiblichen Fermentpriparaten wurden noch 
Malzdiastase und Emulsin auf einen Gehalt an Pektolase untersucht. 
Malzdiastase enthielt davon nur geringe sehr wechselnde Mengen. 
Mit Diastase ,,Maltin’’-Kahlbaum lieB sich keine Spaltung der Pektol- 
siure erzielen, mit ,,Diastase-Witte’’ nur sehr langsam und unvoll- 
stindig. Dagegen zeigte ,,Emulsin‘’-Merck deutlich spaltende Wir- 
kungen, die der Takadiastase vergleichbar waren und auch bis zur 
Galakturonséure fiihrten, wenn auch in sehr langer Zeit. 

Um stdrker aktive Pektolase zu gewinnen, wurden dann eine grobe 
Reihe von Versuchen angestellt, das Ferment aus frischen Schimmel pilz- 
kulturen zu isolieren und weiter anzureichern. Hierzu dienten zunachst 
die Schimmelpilze Rhizopus nigricans und tritici, sowie besonders 
Penicillium glaucum und andere Penicilliumarten. Sowohl mit dem 
Mycel dieser Pilze wie auch mit den aus ihren Kulturfliissigkeiten durch 
Alkohol erzeugten Niederschligen lieBen sich in sehr verschiedenem 
Grade je nach den Wachstumsbedingungen auf Pektolsaéure sehr kraftige 
Spaltwirkungen erzielen, die bei giinstigem py zumeist wesentlich 
stirker waren als mit der Takadiastase und viel schneller zu einem 
weitgehenden Abbau der Pektolsiure bis zur Galakturonsiure fihrten. 
Der Fermentgehalt des Mycels und der Niederschlige schien dabei 
immer betrachtlich héher zu sein, wenn die Pilze zuvor auf reichlich 
' Pektin enthaltenden Nahrbéden geziichtet waren. 

Fiir die Gewinnung von hochaktiven Prdéparaten der Pektolase er- 
wiesen sich nun die Kulturen eines bisher nicht bekannten Schimmel- 
pilzes als besonders geeignet, den Jda Bender und ich auf zerriebenen 
Zuckerriiben entdecken konnten. Auf einer Probe von ausgewaschenem, 
getrocknetem und wieder angefeuchtetem Zuckerriibenbrei hatten 
sich beim Stehen an der Luft neben anderen Pilzen und Bakterien 
eigentiimliche Kolonien eines gelbwachsenden Schimmelpilzes aus- 
gebildet, die um sich herum sehr charakteristische fliissige Héfe ent- 
stehen lieBen. Es gelang, diesen Pilz, der ein auffilliges Vermégen 
besitzt festes Pektin zu verfliissigen, zu isolieren und rein zu ziichten. 
H. Klebahn* hat den Schimmelpilz, der sich durch gelbe Perithecien 
und eine eigenartige Conidienbildung auszeichnet, naiher bestimmt 


1 H. Klebahn, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 48, 374, 1930. 
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und als eine neue Spezies erkannt, der er den Namen Penicillium 
Ehrlichit beilegte. Ausgedehnte Versuchsreihen zeigten, daB man dieses 
Penicillium am giinstigsten zu einer vermehrten Produktion von Pektin- 
fermenten zwingen kann, wenn man es 3 bis 4 Wochen in verdiinntem 
Hefewasser wachsen la Bt, das auBer etwas Malzauszug etwa 1 —2°,, Pektin, 
am besten Citruspektin, enthalt. Auch Mischungen von ausgewaschenem 
Riibenmark mit Hefewasser als Nahrsubstrat geben fermentreiche 
Kulturen. Das dann tippig gewachsene Pilzmycel wird zusammen 
mit der Nahrlésung aufgearbeitet, indem man es einige Zeit unter 
Toluolzusatz autolysieren la{t und die in Lésung gegangenen Enzyme 
aus dem Filtrat mit Alkohol fal/t. Die auf diese Weise gewonnenen 
vakuumtrockenen Niederschlage enthalten stets eine Anzahl von ver- 
schiedenen Pektinfermenten, darunter auBer einer Arabanase in sehr 
wirksamer Form die oben erwaihnte Propektinase, die unlésliches Pektin 
in das leicht lésliche Hydratopektin tiberfiihrt, und neben ihr fast 
stets annaihernd proportional ihrer Wirkung eine besonders kraftig 
spaltende Pektolase von der héchsten bisher erreichten Aktivitat. 
Mit Hilfe dieser Trockenpraparate des Ferments war es mdéglich, bei 
einer Wasserstoffionenkonzentration von py etwa 6 bis 4 die 20 fache 
Menge von Pektolsdure bei 30° in ungefahr 1 Stunde vollstdindig in Pekto- 
laktonsdure iberzufiihren, worauf dann bereits innerhalb von 3 bis 4 Tagen 
meist ein fast vollstdindiger fermentativer Abbau zur d-Galakturonsdure 
erfolgte. Gewéhnlich war schon in 24 Stunden nach Ansetzen des 
Versuchs ein Abklingen der Drehung der Pektolsiure auf die Halfte, 
eine sehr starke Reduktion und eine deutliche ziegelrote Bleireaktion 
zu beobachten, was auf die Gegenwart betrichtlicher Mengen Galak- 
turonsdure in der fermentierten Lésung hindeutete. Die Titration mit 
Fehlingscher Lésung und mit Hypojodit nach Willstdtter-Schudel 
lieB erkennen, da8 zumeist schon in 3—4 Tagen sich die Aufspaltung der 
Pektolsaure in Galakturonséure zu 70 bis 80°, und mehr der Theorie 
vollzogen hatte. Da auch gréBere Mengen Pektolsaure leicht auf diese 
Weise fermentativ in relativ kurzer Zeit zu zerlegen sind und die Auf- 
arbeitung der Lésungen sich in einfacher Weise vollzieht, so ist hier 
ein bequemes und ergiebiges Verfahren fiir die praparative Bereitung 
der d-Galakturonsdure gegeben, das noch des weiteren Ausbaues fahig 
ist. Bemerkenswert erscheint auch, daB die aus dem Penicillium Ehr- 
lichii hergestellten Trockenpriparate der Pektinfermente sich sehr 
bestandig erwiesen und, wie die bisherigen Erfahrungen zeigen, nach 
zweijahriger Lagerung ihre Wirksamkeit fast unverindert beibehalten 
haben. 

SchlieBlich wurden auch noch tierische Sekrete auf ihren Gehalt 
an Pektolase untersucht. Als Versuchsobjekt in dieser Hinsicht erwies 
sich die Weinbergschnecke Helix pomatia als senr geeignet, in deren 
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Lebersekret bekanntlich durch die eingehenden Forschungen von 
P. Karrer' und seinen Mitarbeitern reichliche Mengen Cellulose und 
Hemicellulose spaltender Enzyme nachgewiesen sind. Es zeigte sich, 
daB im Magen-Darmkanal dieser Schneckenart neben Propektinase 
auch eine sehr wirksame Pektolase zu finden ist, die langsam bei Zimmer- 
temperatur, schneller bei 40° und einem py von 5,7 Pektolsdure weit- 
gehend zu d-Galakturonsdure spaltet und die ebenfalls recht bestandig 
ist. Ein Schneckensaft, der tiber 1 Jahr unter Toluol aufbewahrt 
war, rief in Lésungen von Pektolsiure gebracht, nach 3 bis 4 Tagen 
eine starke ziegelrote Bleireaktion auf freie Galakturonsaure hervor. 
Nach 8- bis l4tagiger Einwirkung war in einzelnen Proben aus der 
Pektolsiure Galakturonséure in Mengen von 65 bis 80°, der Theorie 
entstanden, wie sich aus der Titration mit Hypojodit und aus der 
Drehungsabnahme folgern lie. 

Die nahere Beschreibung der Versuche erfolgt in einer zweiten 
Mitteilung. 


1 P. Karrer, M. Staub, A. Weinhagen u. B. Joos, Helv. chim. acta 7, 
144, 1924. 
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Zur allgemeinen Chemie der Kolloid-Kolloidreaktionen. 


UI. Mitteilung: 
Proteine und reinstes Goldsol. 


Von 


Kikuo Ogiu (Kioto) und Wolfgang Pauli. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie die vorausgehenden Untersuchungen (1) an dem _ Bei- 
spiel der Wechselwirkungen von Proteinen mit den Kongofarbsolen 
zeigen, ergibt sich die Notwendigkeit, die Frage der Kolloid-Kolloid- 
reaktionen von Proteinen mit lyophoben Solen an reinsten, physi- 
kalisch-chemisch méglichst weitgehend charakterisierten Kolloiden 
vielfach einer erneuten experimentellen Bearbeitung zu unterziehen. 
Dabei hat sich, wie auch aus den weiteren Mitteilungen hervorgehen 
wird, insbesondere die Beriicksichtigung des amphiionischen Charakters 
der beteiligten lyophoben ebenso wie der lyophilen Kolloide und ferner 
der elektrochemisch-konstitutiven Verhaltnisse ihrer reagierenden 
Gruppen als bedeutungsvoll erwiesen. 

Die folgenden Versuche beziehen sich auf die Wechselwirkung 
hochgereinigter Albumine mit Bredig-Goldsol, welches mittels Elek- 
trodekantierung (2) gereinigt worden war und physikalisch-chemisch 
gekennzeichnet werden konnte. Es wurde ein solches mit dem auf- 
ladenden ionogenen Komplex AuCl,H gewahlt. Ein derartig reines 
Goldsol hatte bisher fiir die Versuche mit Proteinen nicht zur Verfiigung 
gestanden, zu denen nur durch Dialyse gereinigtes (3) benutzt werden 
konnte. Die Eiwei8kérper waren hingegen schon in den vorausgehenden 
Arbeiten am Gold (4) wie am Kongoblausol (1) durch Elektrodialyse 
von Elektrolyten befreit angewendet worden. Die ganze sonstige reiche 
Literatur itiber die Beziehungen von Proteinen bzw. Serum und un- 
gereinigten Metallsolen (5), so wertvoll die gewonnenen Ergebnisse 
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fiir technische und medizinische Zwecke vielfach gewesen sind, kann 
fiir die Erkenntnis dieser Beziehungen nur mit starker Einschrankung 
oder erst im Zusammenhang mit den Beobachtungen am reinsten Ma- 
terial verwertet werden. 

Unsere noch weiterhin zu erganzenden Versuche am reinen Goldsol 
sollten vor allem dem Vergleich mit den vorausgegangenen Beob- 
achtungen an hochgereinigten Kongofarbsolen! dienen, wobei auch 
Beobachtungen iiber den Einflu8 von Glykokoll und Harnstoff sowie 
iiber die Rolle der Hitzedenaturierung der Proteine angeschlossen 
wurden. 

II. Material und Methodik. 


Um Ovalbumin herzustellen, wurde Eiklar von 60 Hiihnereiern vom 
Dotter getrennt und geschlagen. Nach 24 Stunden wurde der iibriggebliebene 
Schaum beseitigt, das Eiklar mit Ammonsulfat halb gesattigt und nach 
weiteren 24 Stunden von dem ausgefallenen Globulin abfiltriert. Durch 
Ganzsattigung mit festem Ammonsulfat wurde das Ovalbumin gefallt und 
abfiltriert und in méglichst wenig Wasser gelést, 3 oder 4 Tage in einem 
Pergamentpapiersack unter Druck und dann im Faltendialysator bis zu 
einem spezifischen Leitfaihigkeitswert von etwa 1 . 10-* rez. Ohm dialysiert. 
SchlieBlich wurde es unter allmahlicher Erhéhung der Spannung von 5 bis 
220 Volt elektrodialysiert. Dabei wurde nach Pauli am positiven Pol 
eine mit Kollodium behandelte Seide und am negativen Pol Pergament- 
papier benutzt. 

Zur Herstellung von Seralbumin wurde Rinderserum mit gesattigter 
Ammonsulfatlésung halbgeséttigt und nach 24 Stunden vom Globulin 
abfiltriert. Dieses Filtrat wurde nachher ganz gleich wie das bei der 
Ovalbuminherstellung behandelt. Mit dem oben erwaéhnten Verfahren 
wurden reine Ov- bzw. Seralbuminsole erhalten, deren Trockengehalt 
1,5 bis 2°, und spezifische (Brutto-)Leitfahigkeit 8.10-*® bis 1.10-5 
betragt. 

Goldsol. Nach Bredigs Methode wurde ein chemisch ganz reiner Gold- 
draht in 1000 cem reinen Wassers von einer spezifischen Leitfahigkeit von 
6 bis 8. 10-7 unter Zusatz von 2.10-4 n HCI bei 3 Amp. und 220 Volt 
40 Minuten lang zerstéubt. Hierauf wurde dieses Sol im groBen Elektro- 
dialysator (F. Kéhler, Leipzig) bei 5 Volt etwa 24 Stunden behandelt. 
Nachdem das Goldsol geschichtet und der Leitfahigkeitswert des iiber- 
stehenden Wassers auf 6 bis 8 . 10-* gesunken war, wurde das iiberstehende 
Wasser durch reines Leitfaihigkeitswasser ersetzt und aufgewirbelt. Dieses 
Sol hat eine sch6ne rote Farbung und enthalt 110 bis 120 mg Gold im Liter, 
bei 8. 10-® bis 1. 10-> rez. Ohm spezifischer Leitfahigkeiv. 

Versuchsmethodik. Bei der Untersuchung wurden mit gr6éBter Sorgfalt 
gereinigte und gedimpfte Jenaer Réhrchen (alle von gleicher Dimension, 
etwa 7 ccm fassend) gebraucht. Zuerst wurden bei jeder Versuchsreihe 
Protein, Salz usw. und Leitfahigkeitswasser in solchem Verhialtnis gemischt, 


1 Im Interesse einer abgekiirzten Darstellung mu8 hier die Kenntnis 
der wichtigsten Ergebnisse dieser Versuche (zusammengefaBt in Naturwiss. 
20, 28, 1932) vorausgesetzt werden. Beziiglich der Konstitution des kolloiden 
Goldes vgl. Naturwiss. 20, Nr. 30, 31, 1932. 
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daB nach Zusatz der Mischung zu 2 ccm Goldsol das Gesamtvolumen 4 cem 
betrug, wobei die Goldsolendkonzentration, wo nicht anders vermerkt, 
konstant auf 55 mg/Liter gehalten und die Menge des Proteins und der 
anderen Komponenten variiert wurde. Die verschlossenen, fest geschiittelten 
Eprouvetten wurden 30 Minuten sowie 24 Stunden nach der Mischung 
beobachtet. Infolge der groBen Empfindlichkeit des Goldsols gegeniiber 
verschiedenen Faktoren war die Reproduktion der Resultate manchmal 
erschwert. Durch sorgfaltige Reinigung und bei genauen Kontrollversuchen 
konnten schlieBlich befriedigende Resultate gewonnen werden. 


Ill. 

Bei den Reaktionen zwischen den reinen Protein- und Goldsolen 
lassen sich zweierlei Verainderungen auseinanderhalten: a) bloBer 
Farbwechsel, b) Flockung. 

Zur Farbainderung des Goldes gegen Blau geniigt eine gewisse 
Annaherung der Primarteilchen, wie dies schon von Faraday vermutet 
und von F. Kirchner und Zsigmondy (6) durch den reversiblen Farb- 
umschlag gegen Blau beim Schrumpfen einer gequollenen Formolgold- 
gelatine itiberaus wahrscheinlich gemacht wurde. Diese Beobachtung 
der Autoren konnte auch bei Wiederholung an dem gleichen, jedoch 
hochgereinigten und elektrolytfreien Material jiingst (7) vollstandig 
bestatigt werden, so daB mégliche Bedenken gegen die Deutung derselben 
nunmehr beseitigt sind. 

In der Tabelle I* sind die Ergebnisse von Flockungsversuchen 
mit reinem Ovalbumin und Seralbumin zusammengefaBt. Die po- 
tentiometrisch bestimmte H-Aktivitét des 1°, igen Ovalbumins gibt 
15.10-5n, die des 1°, igen Seralbumins 6,7.10-®n. Des [H] des 
Goldsols liegt bei 10~ n. 

Es lassen sich zwei Reaktionsgebiete gegeneinander abgrenzen, ein 
Bereich von Flockenbildung, welcher zwischen 8 bis 4. 10~*°, Eiweib 
eine untere Grenze findet, dann folgt bis etwa 5.10-5°, ein Gebiet, 
in welchem lediglich Farbanderung gegen Violett ohne. Flockung er- 
kennbar ist. Beim Ovalbumin ist wohl eine geringe Abnahme der 
Flockung im UberschuB angedeutet, die beim Seralbumin fehlt, allein 
von einer Lésung oder Schutzwirkung durch den EiweiBiiberschub 


* In den Tabellen bedeutet: 
— keine Veranderung, 
+— rosarétlich, etwas verschieden vom reinen Goldsol, 
+ Spur violett, 
+-+ deutlich violett oder blauviolett aber keine oder nur spurenweise 
Flockung, 
+++ deutlich violett oder blauviolett und deutliche Flockung, 
+-+-+-+ vollstindige Ausflockung. 
++-+r oder ++-++r vollstandige Flockung, rétlich. 
Sanitliche Verainderungen nach 24 Stunden. 
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Tabelle I. 
EiweiBikonzentration in °/9 
5. 10-1 1. 10-1 5.10-2 | 2,5.10-9 | 1,25. 10-2 
a) Ovalbumin ... +++r 444+r 4+4+4+r 4+++4+r_4++4r 


b) Seralbumin . . . |) ++++ri>4++++r, ++4+r |) ++4+4+ | +4+4+4+ 














Eiweifbkonzentration in °/ 
~6,25.10-3 | 3,125.10-8 | 1,56.10-3 | 7,8. 10-4 3,9. 10-4 
a) Ovalbumin . . . | +++ ) ++4+4+ > +444 )/ +4+4++ ter 
b) Seralbumin .. . + +++ +++ +++ +++ ++ 
Eiweifkonzentration in °/5 
1,95.10-4 | 9,75.10-5 |7,5.10-5 | 48.10-5 2,4.10-5 0 
a) Ovalbumin ... ++ + t= — me 
b) Seralbumin.. . + + + | + ~— 


kann hier ebensowenig wie beim Kongoblausol die Rede sein. Hingegen 
verliert in héheren EiweiSkonzentrationen, von etwa 1 bis 5 . 10-?°, an, 
die Flockung ihre blaue Farbung und wird rot. 

Die Erklarung fiir diese Erscheinungen ergibt sich, wie dies schon 
beim Kongoblausol dargelegt wurde, aus der Verschiedenheit der 
Aggregationstypen abhaingig vom Zahlenver- 
haltnis der wirksamen EiweiBteilchen zu den 
Goldteilchen. Sind wenig EiweiBteilchen da, 
dann lagern sich an je eines als Kern mehrere 
Goldteilchen, es entstehen infolge der An- 
niherung der Primarteilchen blaue, aber infolge 
ihrer Ladungsreste geniigend stabile Sekundar- 
teilchen. Man kann diesen Typus I (Abb. 1) mit 
Pauli als nukleare Aggregation bezeichnen. Wird 
Nucleare Aggregation ie Teilchenzah| des Proteins geniigend groB, so 
kommt es zu einer Anlagerung nach IT (Abb. 1), 
bei der Gold- und EiweiBteilchen wechseln — 

O panies alternative Aggregation. Dabei werden schlieb- 
Abb. 1. lich durch die Zahl und GréBe der zwischen- 
gelagerten Proteinteilchen die Primarteilchen 

des Goldes geniigend auseinandergehalten, so daB ahnlich wie etwa beim 
Cassiusschen Goldpurpur ein Farbwechsel des Goldes nicht erfolgt. 
Selbstredend besteht ein Zwischengebiet, in welchem die zwei Aggre- 
gationstypen ineinander iibergehen. Wahrend jedoch beim Kongo- 
dlausol das Auftreten der nuklearen Aggregation sich nur als eine 
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Sensibilisierung gegen Elektrolyt infolge der gréBeren Elektrolyt- 
empfindlichkeit dieser Sekundarteilchen in diesem Bereich zu erkennen 
gibt, ist dieses Gebiet beim Goldsol ohne weiteren Elektrolytzusatz 
an der geainderten Farbe der Aggregate erkennbar. Durch den Elektrolyt- 
zusatz (s. unten) wird es nur noch etwas erweitert oder im Sinne einer 
Flockung verandert. 

Trotz der erheblich geringeren Zahl der positiven Gruppen pro | g 
Protein und des starker sauren Charakters des reinen Ovalbumins 
wirken beide EiweiBkérper nahezu gleich stark fallend bei derselben 
Konzentration und zeigen auch nahezu den gleichen Schwellenwert 
des Farbenumschlages. Die H-Ionenaktivitaét des Goldsols (10~° fiir 
55 mg/Liter) vermag wohl die Eigenreaktion des Albumins nicht merk- 
lich zu verschieben und die Neutralisation des Stammsols vor der 
Verdiinnung hebt auch in Ubereinstimmung mit friiheren Beobachtungen 
am Institut (4) die Flockung mit dem Protein nicht auf. Eine leichte 
Abschwachung derselben war jedoch, allerdings nur beim sehr schwach 
sauren Seralbumin in niederen Konzentrationen unverkennbar [Ta- 
belle IT, a) und b)]. Hier wirken die H-Ionen des Goldsols schon merklich 
sensibilisierend. Man mu8 fiir die Beurteilung dieses Verhaltens 
jedenfalls beriicksichtigen, da dabei nicht einfach die raumliche, 
gleichmaBige Verdiinnung der H*-Ionen, sondern ihre Anordnung 
in dichten Schwairmen von Gegenionen um die Solteilchen maB- 
gebend wird. 

Tabelle II. 








a) Ovalbumin b) Seralbumin 
Eiweifikonzentration on jiilectiethiadlene 
Goldsol Goldsol Goldsol Goldsol 
0/5 ohne NaOH mit NaOH* ohne NaOH mit NaOH* 
5.107? +++ Pr +++r ++++ Fr +++ Fr 
25.107} +++r t++t+ro  +4+++r. ++4r 
1,25 .1071 ++++r +444 sacaane a+ 
6,25. 10-2 whet +44 ++++ ~ 
3,25. 10-2 oe tts +4 - 
1,56. 10-2 ++ ae oe — 
7,8.10-8 ++ ne +: + 
3,9. 10-8 ++ +4 + -f- + — 
1.10-¢ ++ ++ + - 


* 100 ccm Goldsol + 1 cem 1.10-4n NaOd, 


IV. 


Durch das Zusammenwirken von Goldsol mit Protein und 
Neutralsalz kommt es, vollig analog wie dies fiir das Kongoblausol 
ausgefiihrt wurde, je nach den Umstanden zur Schutzwirkung oder zu 
einer Sensibilisierung. 
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Eine Schutzwirkung (Tabelle IIT und IV) findet sich nur im 
Bereich jenes héheren Proteingehalts, der fiir sich allein flockend 
wirkt. Sie vollzieht sich also an dem alternativen Aggregationstypus I] 
und ist in einem weiten Bereich zugleich gegen das flockende Neutralsalz 
gerichtet. Doch ist dieses auch in dem angrenzenden Gebiet seiner 
unterschwelligen Konzentration noch zur Bildung (gegen Protein) ge- 
schiitzter Kombinationen faihig. Mit abnehmender Salzkonzentration 
sinkt auch der EiweiBgehalt, gegen welchen Schutzwirkung besteht. 
Das ist insbesondere beim Ovalbumin sehr ausgeprigt. 


Wiahrend am Kongofarbsol eine Schutzwirkung nur beim Seralbumin 
nachzuweisen war, besteht beim Goldsol auch eine solche mit Ovalbumin. 
Wohl ist die Schutzwirkung beim Ovalbumin + Neutralsalz merklich 
schwacher als mit Seralbumin, indem sie sich als vollstandige Flockungs- 
hemmung auf einen engeren Bereich erstreckt, aber der Effekt ist doch 
so ausgiebig, daB man darin wohl einen Hinweis auf einen tieferen 
Unterschied in der Ovalbuminreaktion mit den verschiedenen auf- 
ladenden Gruppen dieser beiden negativen Sole erblicken darf. Unab- 
hangig von dieser Feststellung war bereits auf Grund der Beobachtungen 
am Kongofarbsol das abweichende Verhalten des Ovalbumins als wahr- 
scheinlicher Ausdruck einer sekundaren irreversiblen Reaktion dieses 
so leicht denaturierbaren Proteins mit der kolloiden Aminosulfosiure 
betrachtet worden (1b). 


Die Zone der Sensibilisierung schlieBt an den Schutzbereich an. 
Von einer scharferen Bestimmung der zu erwartenden zwischen 
gelegenen Indifferenzpunkte, die kiinftig gelegentlich von Bedeutung 
werden kénnte, wurde hier abgesehen. Die Sensibilisierung tritt bei 
einem Verhialtnis von EiweiB- zu Goldsolteilchen ein, in welchem der 
nukleare Aggregattypus hervorkommt. Dieser Fall ist hier, wie schon 
angefiihrt, durch die Verfirbung der reinen EiweiB-Goldsolmischung 
gegen Violett gekennzeichnet. Die den Farbumschlag gebende Eiweib- 
schwelle kann durch den Salzzusatz noch etwas unterschritten werden, 
ein Hinweis darauf, daB beim Farbumschlag mit Protein das Zusammen- 
treten zu kombinierten nuklearen Aggregaten eine verstarkende Rolle 
spielen diirfte. 

V. 


Glykokoll iibt, ohne selbst das Goldsol zu flocken, wie beim Kongo- 
blausol, eine Schutzwirkung gegen die Flockung mit Protein aus, vermag 
also das Neutralsalz in dieser Hinsicht zu ersetzen (Tabelle V und VI). 
Diese Wirkung erstreckt sich nicht auf Konzentrationen unter 1 . 10~? n 
der Aminoséure, wihrend das 1 — 1-wertige Neutralsalz um fast eine 
GréBenordnung niedriger noch wirksam ist. Ferner ist, wie beim Salz, 
die Schutzwirkung des Glykokolls gegen Ovalbumin merklich geringer 
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Tabelle V. 


Versuche mit Ovalbumin + Glykokoll. 






































EiweiB Glykokoll molar 
Be 0 Tee 25.10 i é ie i, 10 1 s Bax 1 : 10- 2 

2.10-' ttt + +t++- ++++ 
we t+ ae +++ ++ ++ 
5.10-? ++++ + ++ TT 
1.10-8 +++ +— +? ++ 
5.10-4 ++ abe soe ++ ho ae 
1.10-¢ + ” agers - ae 

0 ane oun re aa 

Tabelle VI. 
Versuche mit Seralbumin + Glykokoll. 

Eiweifi Glykokoll molar 

9 0 25.10-1 | 1.10-1 | 5, 10-2 
2.107? ++4++]) +-— aT eee a. 
1.107! ++++ ge +— + 
1.103 ++++ = = leat + 
1.10-3 ++ +— dhe dp 
1.10 + e Spee x gee rege 
5.1075 +— | +-— +— +r > saeoaee + 

0 — —_ — —_— — — 


und auf einen kleineren Bereich beschrankt als beim Seralbumin. 
ErwartungsgemaB fehlt jedoch dem Glykokoll der Sensibilisierungseffekt 
auf die Kombination Goldsol + Protein, da es selbst kein Flockungs- 
mittel darstellt. 

In hohen Konzentrationen vermag das Glykokoll die reine Salz- 
flockung des Goldsols zu hemmen, was auch hier am wabhrscheinlichsten 
auf die Ausbildung einer zwitterionischen Atmosphire um die Kolloid- 
teilchen bezogen werden kann. 


Versuche VII. 


Versuche mit Glykokoll + KCl. 





Glykokoll molar 
KCl normal 





rg aae 0 7,5.10-1 | 2,5.10-1 1.10-1 | 5.10-9 | 4. 10-2 
5.102 | +et+ tite ttt) +tt4 +444! +444 
2,5.10-2 +++ | +— | ++ | +44] +++] +++ 
2.10 ++ | +— + | +++ +++) $44 
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VI. 

Harnstofj, dessen EinfluB auf die Eiweibkérper — teils im Sinne 
einer Hemmung der Koagulierbarkeit, teils im Sinne einer Desaggre- 
gation sowie einer Denaturierung — in letzter Zeit vielfach Gegenstand 
eingehenden Studiums war (8), zeigt sehr bemerkenswerte Abanderungen 
der Goldsol-Proteinreaktion. Aus den anschlieBenden Tabellen VIII 
und IX ist zu entnehmen, daB er von 1 m aufwirts die Flockung des 
Goldsols durch Seralbumin hemmt. Diese Schutzwirkung fehlt beim 
Ovalbumin. Harnstoff allein gab keine Verinderung des Goldsols. 


Tabelle VIII. 


Versuche mit Ovalbumin + Harnstoff. 














EiweiB Harnstoff molar 

%9 ao oe 8/3 4. ae. 0,10 
4.107! +++r | ++4r |) t+¢r | +++ | ++t+er 
1.107! +++? +++Pr +++Pr +++ PF +++Pr 
Ee +++ +++ +++ +++ +++ 
1.id- t+ + e+ ++ +4 
1.10-¢ ad + + + Pig 
5. 10° + + + + + 

0 tine sed das aa al 

Tabelle 1X. 
Versuche mit Seralbumin + Harnstoff. 
EiweiB Harnstoff molar ; 

0), 0 ro 1 2,5.10-1 | 1.10-1 | 5.10-9 
4.107? ++++/ +— T+ +++ (+444) +444 
1.10! 5 dike. sk Mi has ++ te Pet | t+ tt 
1.10-% ++++) +— +e bette ++) +4+4+4+ 
1.6 * 2: += + +++ ++ ++ 
1.10~* TT 3 ee ahase ++ tt tT 
5. ay + dec . ee i + oe 


Schutzwirkung des Harnstoffs mit Ovalbuwmin tritt jedoch auf, 
sobald man die Mischungen kocht. In der Tabelle X sind die Proben 
mit und ohne Harnstoff miteinander zu vergleichen. Der EinfluB des 
Kochens des reinen Albumins auf die Reaktion mit Goldsol wird noch 
besonders erértert werden. 


Wie die Tabelle XI zeigt, bedarf es zu diesem Effekt nicht 
des Kochens des Ovalbumins mit Harnstoff, es geniigt vielmehr, 
wenn die Harnstofflésung ailein gekocht und dann abgekishlt dem 
EiweiB und Goldsol zugesetzt wird. Beim Seralbumin wird der ge- 
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Tabelle X. 


Versuche mit Ovalbumin + Harnstoff?. 




















Eiweif Ohne Harnstoff Mit Harnstoff 

ain ungekocht gekocht ungekocht gekocht 
4.107} +++4+)9r oe oe ee eee et e® 
1.107! +++r +++-+ * re : 
1.10°3 +++Pr ++++ * +++r —— 
1. - : ++ +— ++ +— 
Bie + be ie 4 r eRees 
5.1075 ahs ee . oe Pages oo 


* Koagulation beim Kochen. 
Tabelle XI. 


H. = §/; mol. Harnstoff; G. = Goldsol, 42 mg/Liter; n. O. = 0,1 °,iges 
natives Ovalbumin. 





Nr. Mischungen 

1 H.+n.0.+G. . ; ofp -  f- 
2 H. + n. O. (nach der Mischung gekocht) 4 > - G. ‘ — 

3 H. (zuerst gekocht) +n.0.+G. ....2.2.~. — 

4 H. (ungekocht) + ee eer 2 : ae cere are — 

5 H. (gekocht) + ae Seeee Sei Bele ae _ 

6 i, Bl a ae ee ae eee ee ++++ 


steigerte Effekt des mit diesem Eiwei$kérper zusammen gekochten 
Harnstoffs dadurch etwas verdeckt, daB das Seralbumin bei Zusatz 
von Harnstoff bis 1m bereits in der Kalte seiner Flockungswirkung 
auf das Goldsol beraubt wird. Ferner wirkt das Seralbumin, in niedrigen 
Konzentrationen, gekocht wesentlich schwacher Goldsol flockend als 
im nativen Zustand. Dennoch kann man bei einer mittleren EiweiB- 
konzentration (0,01 °,) deutlich erkennen, daB die mit Harnstoff von 
0,05m gekochte Mischung zum Unterschied von der ungekochten 
noch Schutzwirkung erkennen lé8t (vgl. dazu Tabelle IX). 

Versetzt man das Seralbumin bei Zimmertemperatur mit nach 
dem Aufkochen abgekiihltem Harnstoff, so tritt die hervorgerufene 
machtige Steigerung der Schutzwirkung der Harnstofflésung gegen die 
Flockung des Goldsols schlagend hervor (Tabelle XIII zu vergleichen 
mit Tabelle IX). 

Es lag nahe anzunehmen, da® dieser schiitzende Harnstoffeffekt 
mit einem Gleichgewichts- oder Zersetzungsprodukt desselben zusammen- 
hangt, dessen Menge selbst in héheren Harnstoffkonzentrationen in 
der Kalte zum Hervorbringen der Schutzwirkung beim Ovalbumin 


1 Konzentration des Harnstoffs = */, mol., des Goldsols = 42 mg/Liter. 
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Tabelle XII. 


Versuche mit Seralbumin + Harnstoff. Die Mischung von Seralbumin 
und Harnstoff wurde gekocht, abgekiihlt und dann Goldsol (42 mg/Liter) 








zugefiigt. 

Eiweib Harnstoff molar 

% 0 8/3 1 25.10-1 | 1.10-1 =| 5.10-8 
4.107° | +++4+r*;+-—*|+ * ++ * +++ * +++-+ * 
1.107% |} 4++++ *i+-—"*i + * ++* +++ * ++++* 
1.107? =++++ * +— +- +-+- * ++ * +++ * 
1.1075 +— +— | +- + + ~ 
1.10°* +— +— -— +— +— +— 
5.10°° +— +— += he t— +— 

0 a = a - a 


* Zeigt Eiweifi-Koagulation oder Triibung. 


Tabelle XIII. 


Versuche mit Seralbumin und nachtraglich zugefiigtem, gekochtem Harn- 
stoff. Goldsol 42 mg/Liter. 





Harnstoff molar 





Eiweib ee ae 

%, 0 8/5 1 25.10-1 | 1. 10-1 5. 10-3 
4.107! ++++r +— 4 ae +++ 
1.10"! ++44+ )+-— + + ++ +++ 
1.10°? ++++ > +-— +— - + +4 
1.10°° +++ | +—- +— +— + ++ 
1.10-¢ ++ + — + — Ae ae £ 
5 


. 10-5 _ +— -— | +— pe eee hs de 


nicht ausreicht, in der Warme jedoch so gesteigert wird, da} dieser 
Effekt beim Seralbumin in um etwa 1'/, GréBenordnungen niedrigeren 
Harnstoffkonzentrationen erfolgt und nunmehr auch beim weniger 
empfindlichen Ovalbumin auftritt. ; 

Am wahrscheinlichsten handelt es sich um das bekannte Gleich- 
gewicht des Harnstoffs mit Ammoniumcarbonat in wasseriger Lésung, 
welches von G.N. Lewis und Burrows (9) aus thermodynamischen 
Gesichtspunkten studiert worden ist. Wir haben zur Abschaitzung der 
Veranderung in der reinen Harnstofflésung, unter den von uns gewahlten 
Bedingungen, den Einflu8 des kurzen Aufkochens auf die Leitfahigkeit 
festgestellt. Wie die folgenden Daten zeigen, findet dabei eine Er- 
héhung derselben auf das Acht- bis Zehnfache statt. 

Nimmt man in erster Annaherung eine der erhéhten Leitfahigkeit 
proportionale Steigeruhg der Tonalitét durch das Kochen an, so wiirden , 
gemaB der Gleichung 


CO(NH,), + 2H,O — (NH,),CO, 
Biochemische Zeitschrift Band 250. 85 
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Tabelle XIV. 
Spezifische Leitfahigkeit des Harnstoffs. 





Spezifische Leitfihigkeit 





Harnstoff — 
ungekocht gekocht 
8m 3,82.10-5 r. 2 44 .10°*r.2 
4m 2,19.10-5 , 2,75. 10-4 
2m issv.ig® . 1,54.10-4 
1m is uw” » 8,46 .10°° 


in einer gekochten 1m Harnstofflésung etwa 0,04°, der Molekiile 
zersetzt sein. Fiir den Effekt auf das Albumin ist weiter in Betracht 
zu ziehen, daB dieses die Hydrolyse des Carbonats auBerordentlich 
vermehren muB. Ein analoger Fall wurde bei friiherer Gelegenheit 
anlaBlich der Léslichkeitsbeeinflussung des CaCO, durch Proteine 
niher untersucht (10). Auch in anderen Fallen von Wechselwirkung 
konzentrierter Harnstofflésungen mit EiweiB wird auf die mégliche 
Rolle des Ammoniumcarbonatgleichgewichts zu achten sein. 


Vil. 

Von besonderem Interesse ist der EinfluB der Hitzedenaturierung 
auf die Proteinreaktion mit dem Goldsol. Diese kommt durch die 
Wechselwirkung der aufladenden ionischen Gruppen des letzteren 
— in unserem Falle [AuCl?]- — mit den positiven Gruppen des vor- 
wiegend zwitterionischen EiweiBes zustande. Durch das Kochen des 
Proteins erfolgt in den héheren Konzentrationen sichtbare Flocken- 
bildung. Die damit verbundene Teilchenvergréberung und Oberflichen- 
verminderung wird allein schon eine Abnahme der verfiigbaren positiven 
Gruppen zur Folge haben. Dazu kommt die wiederholt erérterte Még- 
lichkeit einer Uberfiihrung der zwitterionischen Form in die siureamid- 
artige Verkniipfung der Gruppen unter Wasseraustritt (8). Bei héheren 
Konzentrationen nativen EiweiBes, welche infolge Zwischenlagerung der 
EiweiBteilchen zur Bildung rotgefirbter Aggregate mit dem Goldsol 
fiihren, wird durch das Kochen dieser Effekt aufgehoben, und die 
Teilchen werden mit ihren noch verfiigbaren positiven Ladungsresten 
grobere blaue Goldsolflocken bilden. Dieses Verhalten ist aus Tabelle X 
fiir Ovalbumin und aus Tabelle XII fiir Seralbumin im Konzentrations- 
bereich bis 0,01 °, EiweiB hinunter zu entnehmen. In niedrigen Eiweib- 
konzentrationen, die gekocht keine wahrnehmbare Triibung mehr er- 
geben, fallt damit auch jede Flockung des Goldsols und schlieBlich 
auch selbst die Farbanderung gegen Violett ganzlich fort. Hier kommt 
also die Abnahme reaktionsfahiger ionischer positiver Gruppen am 
EiweiB infolge der Hitzedenaturierung im Vergleich mit dem nativen 
Protein zur vollen Geltung. Versuche dieser Art bringt die Tabelle XV. 








nN it 9 tes oe 





tee 


kas... 











tile 
cht 
ich 
eit 
ine 
ing 
che 


ing 
die 
ren 
or- 
des 


en- 
yen 
Og- 
id - 
ren 
der 
sol 
die 
ten 


r 
> 
, i 


ns- 
iB- 
er- 
ich 
mt 
am 
ren 


a 





sl al ll 








Allgemeine Chemie der Kolloid-Kolloidreaktionen. ITT. 547 


Tabelle XV. 
Flockung mit Goldsol. 








EiweiB a) Ovalbumin b) Seralbumin 

fg ungekocht gekocht | ungekocht | — gekocht 
8. 10-4 +++ +- ta + 
4.10-4 +++ +— +++ — 
2.10-4 ++ _ ++ 
1.10-* ++ — + 


In weiteren Versuchsreihen wurde der Zusatz von verschiedenen 
Mengen nativen und gekochten Ovalbumins bzw. Seralbumins zu 
bereits deutlich flockenden Konzentrationen dieser Eiweifkérper 
gepriift. Nur die Zugabe des nativen Proteins erwies sich dabei als 
flockungsverstarkend, nicht aber die des gekochten. Von der Wiedergabe 
der ausgedehnten Versuchsreihen kann abgesehen werden. 

Die hier kursorisch mitgeteilten Versuche, deren theoretische 
Deutung im Rahmen der vorausgegangenen Mitteilungen widerspruchs- 
frei méglich ist, sollen zu weiteren Vergleichen dienen. Ihre Ausfiihrung 
wurde durch eine Sachbeihilfe der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft an den einen von uns (Pauli) gefordert, wofiir wir unseren 
ergebenen Dank aussprechen. 


Zusammenfassung, 


1. An durch Elektrodekantierung gereinigten und _physikalisch- 
chemisch charakterisierten Bredig-Goldsolen mit [AuCl,]H als auf- 
ladendem ionogenen Komplex wurden Versuche mit durch Elektro- 
dialyse hochgereinigtem Ovalbumin und Seralbumin ausgefiihrt. 

2. In héheren EiweiBkonzentrationen kommt es zu roten volumi- 
nésen Niederschligen mit Goldsol, in sehr niedrigen bloB zu Farb- 
anderungen gegen Violett. Die erste Zone stellt zugleich ein Gebiet 
der Schutzwirkung, die zweite eines der Sensibilisierung bei Zusatz 
von Neutralsalz dar. 

3. Die Erscheinungen lassen sich ahnlich wie beim Kongoblausol 
aus dem Bestehen verschiedener Aggregattypen von Protein mit Goldsol 
verstehen, einem alternativen bei UberschuB der reagierenden EiweiBb- 
teilchen und einem nuklearen mit EiweiB als Kern bei relativer Minder- 
zahl derselben. 

4. Glykokoll wirkt auf die flockende Kombination Goldsol- Protein 
bei geniigend hohem Gehalt schiitzend, dagegen in keinem Verhaltnis 
der Kolloide sensibilisierend. 

5. Harnstoff wirkt in der Kalte in héheren Konzentrationen nur 
bei Seralbumin, nicht aber bei Ovalbumin schiitzend gegen die Flockung 
mit Goldsol. 


35 * 
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6. Die beim Kochen von Harnstoff mit den Proteinen auftretende 
gesteigerte Schutzwirkung gegen Goldsol laBt sich auch mit Zusatz von 
gekochter und abgekiihlter Harnstofflésung erreichen. Wahrscheinlich 
handelt es sich um einen Effekt von mit dem Harnstoff im Gleich- 
gewicht stehenden Ammoniumcarbonat. 

7. Die starke Herabsetzung der Goldsol flockenden Wirkung 
von verdiinnten, ohne sichtbare Triibung erhitzten Proteinlésungen 
diirfte mit einer Abnahme der reaktionsfihigen ionischen (positiven) 
Gruppen des Proteins zusammenhangen. 
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Uber eine quantitative und reversible Reaktion des Serums mit 
Ather sowie iiber deren Abhingigkeit von der Temperatur. 


Von 
F. Seelich. 
(Aus dem Institut Pasteur zu Paris.) 
(Eingegangen am 11. Juni 1932.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In seiner umfassenden Arbeit iiber die Konstitution der léslichen 
Proteinstoffe beschreibt Sdérensen! folgende Reaktion des Serums mit 
Ather in der Kalte: 

Beim Schiitteln des klaren, rohen Serums mit '/, Volumen Ather bei 
Eisschranktemperatur und nachfolgendem Stehenlassen im Eisschrank 
teilt sich die Masse in drei Schichten, eine obere Atherschicht, darunter 
eine Emulsion und zu unterst eine klare Serumschicht. Werden diese drei 
Schichten mittels eines Scheidetrichters getrennt und wird die klare Serum- 
schicht wieder mit Ather geschiittelt, so tritt dasselbe Phinomen auf, die 
Emulsionsschicht ist aber etwas kleiner als das erste Mal. Beim dritten, 
vierten und fiinften Schiitteln bildet sich gewéhnlich keine, oder nur eine 
ganz kleine Emulsion; die F liissigkeit teilt sich bei Stehenlassen in eine obere 
klare Atherschicht und eine untere klare Serumschicht. 

Wir haben bei Gelegenheit anderer Versuche mit Rinderserum 
ebenfalls die Bildung jener drei Schichten beobachtet, auBerdem aber 
noch eine Reihe weiterer Einzelheiten der Reaktion des Serums mit 
Ather in der Kalte. Dabei zeigt es sich, daB fiir den Verlauf dieser 
Reaktionen wie im besonderen auch fiir die GréBe der einzelnen Schichten 
auBer dem Mengenverhaltnis Serum: Ather auch die Art der Zugabe 
des letzteren maBgebend ist. Eine Einzelheit, die Sérensen nicht angibt, 
fiel vor allem auf, naimlich die Tatsache, daB nach Zufiigen von ein 
Drittel Ather zu zwei Drittel frischem Serum unter Schiitteln sich das 
letztere nach einer anfanglichen kurzen Triibung vollstandig klart und 
sich die beschriebene ,,Emulsionsschicht’ erst nach einigem Stehen 
bildete. 


1 Koll.-Zeitschr. 58, 311, 1930. 
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Nach einer groBen Anzahl diesbeziiglicher Versuche ergab sich die 
merkwiirdige Tatsache, daB das native Serum die Fahigkeit hat, groBe 
Mengen von Ather zu binden (bis 700°,,), wenn man letzteren in kleinen 
Mengen und unter dauerndem griindlichen Schiitteln zugibt. Das 
Serum bleibt unter genannten Bedingungen, abgesehen von manchmal 
auftretenden Schlieren, vollstandig klar, wird jedoch immer viskoser, 
bis es nach Zugabe von etwa 400°, Ather zu einer Art Gel erstarrt. 
Die Art des Schiittelns entscheidet nun iiber den weiteren Verlauf der 
Reaktion. Schiittelt man kraftig genug und setzt weiterhin fortlaufend 
kleine Mengen Ather zu, so ist das natiirliche Serum befahigt, ohne sich 
zu triiben, in diesem Gelzustand bis 700°, Ather aufzunehmen. Bei 
diesem Mengenverhaltnis bemerkt man, daB weiter hinzugefiigte kleine 
Athermengen nicht mehr aufgenommen werden, sondern neben dem 
Gel bestehen bleiben. Setzt man immer unter kraftigem Schiitteln 
noch weiterhin einige Tropfen Ather zu, so andert sich spontan der 
gelartige Zustand und es tritt unter Triibung Absonderung von Ather 
ein. In wenigen Sekunden sinkt die Viskositét auBerordentlich. In 
dem abgeschiedenen Uberschu8 an Ather zerteilen sich die Reste des 
Gels in Flocken, die zu Boden sinken und unter weiterer Auspressung 
von Ather sich nach langerem Stehen als fliissiges und anscheinend 
wenig verandertes Serum am Boden des GefiBes sammeln. Zwischen 
dem Serum und dem nun klar dariiberstehenden Ather setzen sich einige 
diinne, weiBliche Flocken ab, die im Aussehen denen gleichen, die 
Sérensen aus der ,,Emulsionsschicht*‘ erhalten hat. Auch das Serum 
selbst ist nicht mehr ganz so klar, wie vor der Behandlung mit Ather. 
Diese Verainderungen scheinen aber fiir den Vorgang der Atherbildung 
selbst von keiner, oder nur ganz geringer Bedeutung zu sein, indem 
nach Entfernen des Athers dessen neuerliches Zusetzen unter den oben 
‘beschriebenen Bedingungen denselben Vorgang der quantitativen 
Bindung und ViskositatserhGhung bis zum Gelzustand wieder ent- 
stehen laBt. 

Das hier beschriebene Phinomen ist also weitgehend reversibel und 
quantitativ. 

Wir haben bis jetzt noch keine Versuche zur Bestimmung einer 
eventuellen Temperaturabhangigkeit dieses Phainomens angestellt. 

Die oben beschriebene Erscheinung einer quantitativen Grenze 
fiir die Atheraufnahme sowie die darauf folgende Hysteresis ist derart 
wohldefiniert, daB sie die Ausarbeitung einer Titrationsmethode des 
Serums mit Ather erméglichte. Die auf diese Weise gewonnenen Zahlen- 
werte stimmen bis auf die erstaunlich geringe Fehlergrenze von etwa 
5°, iiberein,,immer unter der Voraussetzung griindlichen Schiittelns. 

Unterbricht man vor Erreichen des Sattigungsgrades das Schiitteln, 
so erfolgt eine leichte Triibung, hervorgerufen durch die Absonderung 
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kleinster Trépfchen von Ather. LaBt man weiterhin stehen, so bilden 
sich die von Sérensen beschriebenen zwei Schichten mit dariiber- 
stehendem klaren Ather, und zwar um so langsamer, je viskoser die 
Masse bereits geworden ist. Hat nun die Absonderung des Athers eine 
bestimmte relative Menge erreicht, so tritt nach Schiitteln der spontane 
Zusammenfall ein, in derselben Art, wie bei dauerndem Schiitteln und 
Atherzusatz iiber 700°, (wie oben beschrieben). 

Schiittelt man jedoch gleich nach Erscheinen der ersten Triibung, 
so verschwindet letztere wieder vollstaéndig und das Serum ist zu einer 
weiteren Atheraufnahme, im ganzen bis zu 700°, befahigt. 


Es muB in allen Fallen die vollstandige Aufnahme der jeweilig 
zugegebenen kleinen Athermengen abgewartet werden, bevor man 
neuerlich Ather zusetzt. 

Ein EinfluBderGesamt- ° 
dauer des Versuchs auf 7 
dessen Ergebnis konnte 
nicht festgestellt werden. 


5 

Jenach MaBgabeder §, 
bereits zugesetzten Ather- x 

menge wird nach Stehen / 

die unterste Schicht, die “’ 


des anscheinend unver- 
anderten Serums, immer 
spater sicht bar und immer 
kleiner, um in_ der 
Nahe des Sattigungs- 
wertes iiberhaupt nicht 
mehr aufzutreten. 
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Lauer der Erhitzung =10 Min. 


20° Jo? 


Abb. 1. 


Ein eigenartiges Ergebnis brachten die Versuche mit vorher er- 
hitztem Serum. Die erhaltenen Werte fiir die Atherbindung sind in 
der Abb. 1 ersichtlich. 

Es ist zu beachten, daB das native Serum 10 Minuten auf 50° 
erhitzt werden kann, ohne eine Anderung der Atheraufnahme zu zeigen. 
Die bei hdheren Temperaturen erfolgende spontane Anderung ist bei 57° 
so gut wie beendet. Die Zahlenwerte des durch diese oder durch eine 
etwas héhere Temperatur hitzeveranderten Serums verhalten sich zu 
denen des nativen Serums wie 2: 3. 

Bei alterndem Serum sinkt die Aufnahmefahigkeit von etwa 
7 cem Ather pro 1 cem Serum nach und nach bis auf etwa 4,6 ccm Ather 
fiir 1 cem Serum. Das auf 50° vorerhitzte Serum altert rascher als das 
nicht vorbehandelte, so daB der Wert von 4,6ccm Ather auf 1 ccm 
Serum frither erreicht wird. Ein Sinken der Atheraufnahme unter die 
Grenze von 4,5cem konnte unter Beriicksichtigung der Versuchsfehler 
nie nachgewiesen werden. 
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Das auf iiber 64° erhitzte Serum gibt — wahrscheinlich wegen seiner 
gesteigerten Viskositat — unsichere Ergebnisse. 

Auch die von Sérensen beschriebenen drei Schichten haben je nach 
Vorbehandlung des Serums, d. h. je nach der verschiedenen Temperatur, 
auf welche das Serum erhitzt wurde, verschiedene Eigenschaften. 


Die Emulsionsschicht ist bei nativem Serum bis zum Serum, erhitzt 
auf 50°, weitgehend bestandig, sinkt aber nach einer gewissen Zeitspanne 
beim Serum 51 bis 57° in sich zusammen, und zwar mit steigender 
Temperatur um so vollstandiger. Beim Serum 57° z. B. bleibt nach 
etwa 10 bis 20 Minuten nur mehr ein diinnes Hautchen feiner, weiBer 
Flocken, zwischen dem klaren Ather und dem klaren Serum. 


Bei Serum, das vorher iiber 57° erhitzt worden war, dauert dieses 
Zusammensinken linger, endigt aber in derselben Art wie beim Serum 57°. 
Nach mehrtagigem Stehen bleibt beim nativen Serum statt der Emulsions- 
schicht ein etwas zusammengeschrumpftes Netzwerk dinner, weiBer 
Faden zuriick; an der Grenzflache der untersten Serumschicht gegen 
die Mittelschicht oder deren Reste bildet sich bei nativem Serum in 
derselben Art wie bei Serum 57 oder 60° eine triibe, undeutlich ab- 
gegrenzte Schicht scheinbar denaturierter Proteine. 


Welchen Einflu8 das Mengenverhiltnis Serum : Ather, abgesehen 
von Dauer und Art des Schiittelns, fiir die Bildung jener Emulsions- 
schicht hat, zeigen folgende Versuche: 


Aether Aether 
£-Sohicht £-Schicht 
Seruin is 
eum 
leem Serum + '/,cem Ather. Es lcem Serum + leem Ather. Es 
bildet sich eine starke Emulsions- _ bildet sich nur eine éuBerst geringe 
schicht, fast ohne dariiberstehenden, Emulsionsschicht, dagegen eine 
klaren Ather. groBe Menge  dariiberstehenden 


klaren Athers. 


Stufenweises Weghebern von Ather und darauffolgendes kurzes 
Schiitteln. 


Aether Aether -Aelher 

£-Schicht &-Schicht £-Sthicht 

Serum Jerum SUN 
leem Serum 1 eem Serum 1 cem Serum 


,. Ather + 0,7 ,, Ather + 0,5 ,, Ather 
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Es wurde in allen Fallen in gleicher Art geschiittelt; langer an- 
dauerndes Schiitteln vergr6éBert immer’ das AusmaB der Emulsions- 
schicht. 

Ein merkwiirdiges Ergebnis brachten einige Versuche unter An- 
wendung verdiinnten Serums. Es zeigte sich namlich, daB nach Zugabe 
von Wasser oder physiologischer Kochsalzlésung die Aufnahmefahig- 
keit des Serums fiir Ather betrachtlich ansteigt. Zu gleicher Zeit ergibt 
sich aber nach Zusatz von bereits 30°, Wasser oder physiologischer 
Kochsalzlésung eine deutliche Triibung des Serums wahrend der Ather- 
zugabe. Es kénnen also diese Versuche nicht ohne weiteres mit den 
vorher beschriebenen in eine Reihe gestellt werden. Die Untersuchungen 
in dieser Richtung sind noch nicht beendet. 


Beschreibung der Versuchsanordnung. 


Das fiir unsere Versuche verwendete natiirliche Serum wurde sofort 
nach dessen Absonderung aus Rinderblut gesammelt und zentrifugiert ; 
davon haben wir fiir je einen Versuch gewéhnlich 1 ccm verwendet. Als 
SchiittelgefaB benutzten wir zwei T-férmig aneinandergeschmolzene Probe- 
réhrchen von verschiedenem Durchmesser und einem Fassungsraum von 
etwa 25ccm. 

Geschiittelt wurde entweder in der Hand oder mittels eines Apparates. 
Die erstere Methode ist ziemlich unbequem, die zweite laBt sich schwer 
durch eine Maschine konstruieren, die griindlich genug durchschiittelt ; 
auBerdem ist die Atherzugabe komplizierter und l4Bt sich die Ather- 
aufnahme weniger gut iiberwachen. 

Es wurde der ,,Ether anhydre pur’ A = 66° Bé — Dé = 0,720 der 
chemischen Werke Rhéne-Poulene verwendet. 

Der Versuchsgang bei Schiitteln mit der Hand gestaltet sich folgender- 
maBen: 1 ecm frischen Serums wurde in das oben beschriebene Schiittel- 
gefaB gebracht und der Ather aus einer Biirette zugetropft. Es empfiehlt 
sich, zuerst nur 3 bis 4 Tropfen zuzugeben; das Serum triibt sich erst, 
klart sich aber sofort wieder nach einigem Umschwenken. Um Schaum- 
bildung zu vermeiden, schiitteit man am Anfang nur vorsichtig. Man setzt 
noch einige Male wenige Tropfen Ather zu, wobei sich der beschriebene Vor- 
gang der Triibung und spéteren Klérung wiederholt. In diesem Stadium 
wurde 6fters das Auftreten kleiner Schlieren, jedoch ohne Triibung, beob- 
achtet. Als Ursache fiir eine in seltenen Fallen beobachtete, bleibende 
Triibung konnte ungeniigendes Abstehen oder Zentrifugieren des Serums 
festgestellt werden. 

Spater kann man 0,2 ccm auf einmal zugeben, muB jedoch vor jeder 
neuerlichen Zugabe Sorge tragen, daB der Ather bereits aufgenommen ist 
und die Masse gleichmaéBig viskos erschcint (nicht an den Gefaé®wianden 
gleitet !). 

Unter Beobachtung dieser VorsichtsmaBGregeln ist der Sattigungspunkt 
sowie die darauffolgende spontane Atherabscheidung sehr eindeutig und 
mit erstaunlicher Genauigkeit feststellbar (Schwankungen unter Parailel- 
versuchen etwa 5°%,). 

Ergibt sich aus irgendwelchen Griinden ein Fehlversuch und tritt der 
Zusammenfall der viskosen Masse vor dem Sattigungspunkt ein, so geschieht 
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dies fast nie in der Nahe dieses Punktes, sondern meist bereits nach Zugabe 
von etwa 300 bis 500°, Ather. 

Die Dauer eines Versuches betraigt je nach Art und Wirksamkeit des 
Schiittelns 10 bis 20 Minuten. Es empfiehlt sich, den Verdunstungsfaktor 
der Biirette festzustellen und in Rechnung zu ziehen?. 

Die Versuche unter Verwendung einer Schiittelmaschine sind in mancher 
Beziehung komplizierter. Vor allem eignen sich nur wenige Apparate fiir 
griindliches Schiitteln stark viskoser Fliissigkeiten. Vorbedingung fiir 
griindliches Schiitteln ist: 

1. daB die Schwingungsamplitude langer ist als das verwendete Schiittel- 
gefaB ; 

2. daB die Schwingung in einer Ebene verlauft. Sonst bleiben naémlich 
infolge der Zentrifugalkrafte stark viskose Massen an den GefaiBwanden 
kleben; andererseits wirken jene Kraéfte nach oben, so da die Ather- 
zugabe wahrend des Schiittelns Schwierigkeiten bereitet. 

(Das Schiittelgefa8 wurde mittels eines diinnen Gummischlauches mit 
der Biirette verbunden und der Ather waihrend des Schiittelns zugetropit.) 
Vor allem ist zu verhiiten, daB die Masse, durch das gleichmaBige Arbeiten 
einer Maschine begiinstigt, zu gleiten beginnt, statt in sich selbst dauernd 
bewegt zu werden. 

Gelingt es einem, alle diese Fehlerquellen annahernd auszuschalten, 
so erhalt man dieselben Werte, wie beim Schiitteln mit der Hand. Die not- 
wendige Versuchsdauer betrug aber trotz aller Bemiihungen ungefahr das 
Doppelte wie fiir einen Handversuch, weshalb wir doch wieder auf diese 
zuriickgekommen sind. 


SchluBfolgerungen. 


Eine Hypothese fiir den Mechanismus der oben beschriebenen 
Reaktionen miiBte vor allem verstandlich machen kénnen, daB derartig 
groBe Mengen von Ather durch das Serum gebunden werden kénnen, 
daB aber andererseits diese Aufnahmefahigkeit nur dann besteht, wenn 
das Serum bewegt wird. 


Aus den Untersuchungen von Moore und Roaf? iiber die Eigenschaften 
der Lésungen fliichtiger Narkotica in Wasser, Salzlésung und Hamoglobin 
geht hervor, da8 Chloroform, sowie auch Ather in Serum héhere Léslichkeit 
zeigen als in Wasser oder Salzlésung. So betragt z. B. die Léslichkeit fiir 
Ather in Wasser und Salzlésung 8°, in Serum 11°,. Hiermit im Einklang 
erweist sich die Dampfspannung bedeutend vermindert. Dieser Befund 
ist fiir uns vor allem deshalb wichtig, weil er anzeigt, daB die Serumproteine 
sich Chloroform und Ather gegeniiber nicht ausgesprochen lyophob verhalten. 
Sérensen hat fiir seine Versuche bereits Konzentrationen verwendet, die 
iiber das Ma8 der von Moore und Roa/ angegebenen Léslichkeit weit hinaus- 
gehen (33°, statt 11°). Er erklart die Atheraufnahme als Emulsion, 
bewirkt durch emulsionsférdernde Stoffe. Diese Annahme diirfte aber 
kaum ausreichen, um die von uns beobachteten Phainomene verstandlich 
zu machen. 


1 Saimtliche Versuche wurden bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. 
2 Proc. Roy. Soc. Med. 73, 382, 1904; 77, 86, 1905. 
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Allein schon was die Mengenverhaltnisse anbelangt, die bei unseren 
Versuchen verwendet wurden (bis 700 °,,), so ist unter diesen Umstanden 
eine Emulsionierung des Athers kaum denkbar. Gegen den umgekehrten 
Fall: eine Emulsionierung des Serums im Ather spricht auBer der 
Ungetriibtheit die hohe Viskositét und der Umstand, daB zugesetzte 
Benzoltropfen sich nicht vermischen. Es ware weiter auch nicht ver- 
standlich, warum eine Emulsion bei Schitteln haltbarer ware, als in 
Ruhe; ganz allgemein ist das Gegenteil der Fall. 

Es handelt sich in unserem Falle anscheinend um eine Ather- 
bindung durch die Molekiile des Serums, bewirkt durch Kriifte, die erst 
durch das Schiitteln frei werden. Wir haben, was den Mechanismus einer 
solchen Reaktion anbelangt, eine Arbeitshypothese aufgestellt, die, 
obwohl nur als Hilfsmittel gedacht, doch in der Lage ware, eine Reihe 
der beobachteten Erscheinungen zwanglos zu erklaren. Hierzu wird 
vorausgesetzt, daf das Serum ein Molekiilkolloid ist, worin die Molekiile 
oder, nach der Definition von Sdérensen, die Komponentensysteme, 
einschlieBlich des in jeglicher Form gebundenen Wassers, einen ver- 
haltnismaBig groBen Raum einnehmen. Mit anderen Worten: da die 
freie, bewegliche Zwischenschicht nicht in solehem Uberschu8 vor- 
handen ist, wie in verdiinnten Lésungen, vielmehr sich das natiirliche 
Serum den ideal konzentrierten Lésungen nahert. 

Wie weiterhin aus den Arbeiten von Lecomte du Noiiy', Marinesco*® u. a. 
hervorgeht, haben die Molekiile des Serums Polaritaét und sind nicht kugel- 
férmig. 

Bei auBerordentlich groBen Molekiilen, wie sie im Serum vorliegen, 
miissen wir auch die zwischenmolekularen Krafte als besonders stark 
annehmen und damit auch einen groBen Wirkungsbereich der Molekiile. 
Neuere Arbeiten auf dem Gebiete der Molekiilforschung machen in manchen 
Fallen einen Wirkungsraum bis zu einigen 100 uy Tiefe wahrscheinlich®. 
Freundlich* sagt in bezug auf seine Arbeiten iiber die Viskositat in kon- 
zentrierten Solen®, daB ,,zwischen verhaltnismaBig weit voneinander ab- 
stehenden Teilchen noch ausgesprochen anziehende Krafte anzunehmen sind, 
und daB8 die Orientierungen, die in den Solen auftreten, namentlich von diesen 
Kraften bedingt sind‘. 

Was das Serum im Ruhezustand anbelangt, so vermuten wir auch 
hier eine Orientierung der Molekiile, eventuell Einordnung in sich 
parallel lagernde Ketten. AuBerdem nehmen wir —- parallel zu den 
Erscheinungen der Thixotropie® —- an, daB die Orientierung zwischen 


1 Equilibres superficiels des solutions colloidales 1929. 

2 C. r. 189, 127, 1929; 187, 718, 1929. 

3 Siehe z. B. Haber, J. Franklin-Institute 199, 437. 

4 Struktur der Kolloidteilchen und iiber den Aufbau von Solen und 
Gelen 61, 2232, 1928. 

5 Freundlich u. Schalek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 108, 154, 1924; 
Freundlich, Neukircher u. Zocher, Koll.-Zeitschr. 38, 43, 1926. 

® E. Schalek u. A. Szegvari, ebendaselbst 32, 318, 1923; 38, 326, 1923. 
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den einzelnen Molekiilen durch mechanische Einfliisse zerstért werden 
kann, jedoch im Ruhezustand sich freiwillig wieder neubildet. 

DaB derartige Orientierungen trotz der thermischen Bewegung bei 
gewohnlicher Temperatur bestandig sein kinnen, beweisen die Arbeiten 
von Zocher'. Die geordneten Gebiete, welche letzterer in den stabchen- 
formigen V,O,-Solen beobachtet hat und welche durch Bewegen der 
Flissigkeit zerstért werden, sich jedoch bei Stehen wieder neu bilden, 
zeigen unter dem Ultramikroskop noch das Flimmern der Brownschen 
Bewegung. AuBerdem wurden in verschiedenen Fallen, vor allem bei 
den Zellfliissigkeiten, Abweichungen von der ,,vollkommenen Unregel- 
maBigkeit‘‘ der Brownschen Bewegung festgestellt. 

Durch Schiitteln des Serums werden also, wie wir annehmen, die 
lockeren Bindungen der Orientierung zerrissen. Dadurch werden die 
vorher unter den einzelnen Molekiilen abgesattigten Krafte frei und 
zu anderen Bindungen, z. B. zur Bindung von Ather, fahig. Man kann 
auch, wohl im Grunde dasselbe Phinomen, an eine sterische Einlagerung 
innerhalb der jetzt sperrig geschichteten Molekiile denken. LaBt man 
das Serum nun in Ruhe stehen, so ordnen sich die Molekiile wieder, 
und zwar, wie wir annehmen, weil die Anziehung der Molekiile unter- 
einander, das Einordnungsbestreben, starker ist als der Widerstand 
des gebundenen Athers. Eine solche neuerliche Orientierung unter 
Auspressung des Athers dauert nach MaBgabe der Viskositat langer 
oder kiirzer. 

Die Annahme einer ganz allgemein gesteigerten Adsorptions- 
fahigkeit des bewegten Serums gegeniiber dem in Ruhe befindlichen 
wiirde sich der Theorie Bennholds* beziiglich einer Transportfunktion 
der Serumproteine gut einfiigen. 

Im Einklang mit den oben dargelegten Annahmen wiirde der 
Vorgang der Atheraufnahme folgendermafen verlaufen: 

Die zum bewegten Serum zugefiigten Tropfen Ather zerteilen sich 
durch das Schiitteln sofort zu feinsten Trépfchen, die zuerst als Triibung 
sichtbar werden, welch letztere aber, wie erwahnt, nach wenigen 
Sekunden wieder verschwindet. Die Emulsionierung des Athers als 
Ubergangsstadium erleichtert dessen rasche Bindung. Ist im Ver- 
haltnis zur Menge des Serums zuviel Ather vorhanden, um dessen 
sofortige feinste Verteilung zu erméglichen, dauert, wie unsere Versuche 
zeigten, dessen Aufnahme ungleich linger. Unterbricht man nun die 
Zugabe z. B. bei der von Sdérensen angegebenen Menge von ein Drittel 
Ather und laBt stehen, so wandern die bereits starker mit Ather be- 
ladenen Molekiile infolge ihres geringeren spezifischen Gewichts nach 


} Zeitschr. f. anorg. Chem. 147, 91, 1925. 
2 H. Bennhold, Ergebn. d. inner. Med. u. Kinderheilk. 42, 273, 1932. 
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oben. (Eine gleichmaBige Verteilung und Aufnahme des Athers ist 
aus mechanischen Griinden nicht denkbar.) 

Zu gleicher Zeit werden aber durch das Wiedereinordnen der 
Molekiile kleinste Athermengen frei, die, zuerst als Triibung sichtbar, 
sich bald als gesonderte emulsionsartige Schicht oben absetzen und auch 
beim natiirlichen Serum emulsionsartig fixiert verbleiben. Obwohl 
hier sekundaér unzweifelhaft ein Schutzkolloid wirksam ist, entspricht 
der ganze Vorgang viel eher dem von Bungenberg de Jong und seinen 
Mitarbeitern beschriebenen Phainomen der Koazervation! als einer 
direkten Emulsionierung. 

Die Angaben Sérensens iiber das allmaihliche Verschwinden jener 
Emulsionsschicht nach mehrmaligem Ausschiitteln des Serums mit Ather 
unter darauffolgender Entfernung jener Schicht, miissen wir insofern er- 
ginzen, daB das Aufnahmevermégen des Serums fiir Ather an sich durch 
jene Behandlung nicht beeintrachtigt wird. Bei vorsichtigem Zusetzen 
unter Wahrung des Mengenverhiltnisses Serurn: Ather bildet sich auch 
jene ,,Emulsionsschicht“ bis zum letzten Tropfen des vorhandenen Serums ; 
hingegen vollzieht sich die Atheraufnahme nach mehrmaligem Ausschiitteln 
nicht mehr so leicht und rasch wie am Anfang und vermindert sich auch die 
Haltbarkeit jener Schicht. Die Tatsache, daB Sdrensen die Hauptmenge 
des extrahierten Phosphors nicht in der oberhalb der Emulsionsschicht 
sich bildenden Schicht klaren Athers, sondern in eben jener Emulsions- 
schicht selbst gefunden hat, ist — falls in letzterer die Lipoide iiberhaupt 
in freiem Zustand vorhanden gewesen waren — schon durch die hohe 
Adsorptionsfahigkeit solcher Schichten versténdlich, welche Eigenschaft 
auch Bungenberg de Jong und Mitarbeiter bei den Koazervaten beob- 
achtet haben; letztere zeigen tiberdies auch einen denaturierenden EinfluB 
auf die Serumproteine. 

Unterbricht man die Zugabe von Ather und das Schiitteln zu einem 
spiteren Zeitpunkt, z.B. nach Zugabe von 500% Ather, so treten 
dieselben Phinomene ein, mit dem Unterschied, daB Triibung und Ab- 
sonderung des Athers langsamer eintreten, bedingt durch die héhere 
Viskositat der Masse. Nimmt man bald nach dem Auftreten der ersten 
Triibung das Schiitteln wieder auf, so wird der abgesonderte Ather 
wieder aufgenommen und die Masse klart sich; wartet man linger, 
so kann sich die bereits gebildete gréBere Athermenge nicht fein genug 
verteilen, um rasch aufgenommen zu werden: Die gelartige Masse 
gleitet in diesem Ather hin und her, ohne, infolge ihrer hohen Viskositat, 
durch das Schiitteln in ihrem Innern selbst bewegt zu werden. Ein- 
ordnung der Molekiile unter Atherabsonderung schreitet trotz des 
Schiittelns fort. Beim Uberschreiten der Grenze der Atheraufnahme 
endlich (bei natiirlichem Serum bei 700°) gleitet ebenfalls die viskose 
Masse im iiberschiissigen Aiher ohne durch das Schiitteln nach Art 


1 Z.B. Bungenbergde Jong u. H.R. Kruyt, Koazervation, Koll.- 
Zeitschr. 50, 39, 1930. 
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einer Flissigkeit bewegt zu werden. Es tritt unter weiterer Ather- 
absonderung der spontane Zusammenfall ein, den wir als Umschlags- 
punkt unserer Titration beschrieben haben. 

Was die Tatsache anbelangt, daB erhitztes, sowie auch gealtertes 
Serum gegeniiber dem nativen eine verminderte Aufnahmefahigkeit 
fiir Ather zeigt, so fiihrt diese uns auf das Gebiet der irreversiblen Ver- 
anderungen des Serums, Vorginge, die sich im Molekiil selbst abspielen 
und fiir deren Mechanismus eine rein physikalische Erklarung nicht 
ausreichend sein diirfte. 

Die auf diesem Gebiet grundlegenden Arbeiten von Lecomte du 
Noiiy! haben unter anderem ein spontanes Anwachsen der Molekular- 

rotation, der MolekiilgréBe, 





























“y y der Viskositét und des De- 
Q80~-¥ p yo polarisationsfaktors im Be- 
_, reich der Temperaturen tiber 

~ 520 gezeigt (Abb. 2). 
460) tad Ein ahnlich starkes An- 
on has wachsen zeigt der Depolari- 
sationsfaktor bei den Tem- 

gw) 9 peraturen iiber 65°. 
aw 0 Diesem Phinomen geht 
das von uns untersuchte in- 
g-t #2 soweit voran, daB sich eine 
4 ww Anderung der Molekiilfunktion 
bereits bei einer Temperatur 
50 &§ von 51° bemerkbar macht 
Abb. 2. und bei 57° so gut wie be- 

endet ist. 


Wir wissen keine Erklarung fiir das einfache Zahlenverhiltnis 3 : 2, 
welchem wir bei den gebundenen Athermengen des natiirlichen bzw. 
tiber 56° erhitzten Serums begegnen. 

Was weiter die Stabilitatsinderung der ,,Emulsionsschicht bei 
verschieden erhitztem Serum anbelangt, wie wir sie nach Stehenlassen 
der drei Schichten nach Sérensen beobachten konnten, so kénnen hier 
auBer der von uns beobachteten Verschiedenheit der Affinitat des 
Serums gegeniiber dem Ather auch andere Ursachen mitspielen. Das 
Bereich auch dieser Verainderungen scheint zwischen 50 und 57° zu 
liegen. Das verzégerte Zusammensinken der Emulsionsschicht bei den 
Temperaturen iiber 57° scheint allein durch die anwachsende Viskositat 
des Serums begriindet zu sein. 


1 Ann. Inst. Pasteur 42, 742, 1928; 48, 749, 1929; 44, 109, 1930; 
45, 251, 1930; 48, 187, 1932. 
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Auf Grund seiner Versuche stellte Lecomte du Noiiy neben der 
Folgerung einer Hydratation der Serummolekiile bei Temperaturen 
iiber 52° auch eine Hypothese fiir den Mechanismus der letzteren auf, 
die vor allem auch eine einfache Erklarung fiir das Anwachsen der 
Molekularrotation und des Depolarisationsfaktors bringt. Leider kann 
man vorderhand noch nicht feststellen, in welcher Art und bis zu 
welchem Grade neben den rein physikalischen Verinderungen auch 
chemische Umformungen statthaben, die médglicherweise auch die 
Ursache fiir die von uns beobachtete Anderung der Molekiilfunktion 
in bezug auf die Atherbindung bilden. 


Zusammenfassung. 
Es wurde gezeigt: 


a) daB das Serum imstande ist, groBe Mengen von Ather zu binden 
(bis 700°); 

b) daB es im Verlauf dieses Vorganges zu einer gelartigen Masse 
erstarrt ; 

c) daB diese Atherbindung nur dann statthat, wenn das Serum 
bewegt wird und daS Serum in Ruhe den Ather wieder abscheidet; 

d) daB der Vorgang der Atherbindung weitgehend reversibel und 
quantitativ ist; 

e) daB ein Serum, welches vorher iiber 50° erhitzt worden war, 
andere Sattigungsmengen benétigt als natiirliches Serum; 

f) daB die Sattigungsmenge eines Serums, welches vorher tiber 
57° erhitzt wurde, sich zu der des natiirlichen Serums wie 2: 3 verhalt; 

g) daB sich gealtertes Serum ahnlich verhalt wie ein Serum, 
welches vorher iiber 50° erhitzt wurde; 

h) da8 die Bildung der von Sérensen beschriebenen drei Schichten 
von der Art der Zugabe des Athers abhangig ist; 

i) daB die von Sérensen beschriebene Emulsionsschicht bei Seren, 
welche vorher iiber 50° erhitzt wurden, eine geringere Stabilitat hat 
als bei natiirlichem Serum. 


Weiter wurde eine Hypothese fiir den Mechanismus der be- 
schriebenen Atherbindung aufgestellt. 


Dem Leiter der Abteilung fiir Biophysique Moleculaire des Institut 
Pasteur, Paris, Dr. Lecomte du Notiy, méchte ich auch an dieser Stelle 
meinen herzlichsten Dank aussprechen. 


Zur chemischen Natur des Vitamins D. 
Von 
Igor Remesow. 


(Aus der Abteilung fiir physikalische Chemie und Elektrochemie des staat- 
lichen Instituts fiir arztliche Fortbildung in Leningrad.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1932.) 


Die Forschungen aus letzter Zeit haben die Vorstellungen iiber die 
chemische Natur des Vitamins D bedeutend erweitert und prazisiert 
(Rosenheim-Webster!, Steenbock- Black®, Windaus-Hess*, Bills 4, Reerink 
van Wijk® u.a.). 

Diese Ergebnisse kann man etwa folgendermaBen zusammenfassen : 
offenbar existiert das Cholesterinmolekiil in zwei Formen nebeneinander, 
namlich ,,Provitamin D* (,,Vitasterol‘* von Rosenheim) und das deraus 
sich bildende Vitamin D. Nur mittels der ultravioletten Bestrahlung ist es 
méglich, diese Substanzen getrennt zu erhalten. Viele Forscher nehmen an, 
daB es sich um eine Beimischung handelt, welche fest am Cholesterin ge- 
bunden ist und als Ergosterin bzw. ,,Provitamin D*“ betrachtet wird. 
Windaus-Hess*, Pohl® halten als besonders iiberzeugenden Beweis hierfiir 
die Identitat der Spektrallinien in den Absorptionsspektren von bestrahltem 
Cholesterin und Ergosterin. Durch ultraviolette Bestrahlung des Ergosterins 
bzw. ,,Provitamins D*‘ wird das eigentliche Vitamin D gewonnen. Die 
‘chemische Natur desselben bleibt aber vollkommen unklar. Das entstandene 
Vitamin D verliert die Eigenschaften eines Sterins. Besonders interessant 
erscheint seine Unfallbarkeit durch Digitonin. Dabei sammelt sich nach 
der Digitoninfallung die aktive Fraktion fast ausschlieBlich im Filtrat, 
der Niederschlag enthalt inaktives Cholesterindigitonid (Hess-Weinstock- 
Shermann’, Deneus-Goetz*). Bei Bestrahlung in Stickstoffatmosphare wird 
eine der Menge nach geringe, aber auBerordentlich stark wirksame Vitamin- 

1 Rosenheim-Webster, Biochem. J. 20, 337, 1926; 21, 111—389, 1927. 

2 Steenbock- Black, J. of biol. Chem. 64, 265, 1925. 

3 Windaus-Hess, Nachr. d. Ges. f. Wissensch. Géttingen 1, 175, 1927. 

4 Bills, J. of biol. Chem. 64, 1, 1925; 72, 751, 1927. 

5 Reerink van Wijk, Biochem. J. 28, 1295, 1929. 

* Pohl, Nachr. d. Ges. f. Wissensch. Géttingen, Math.-Phys. KI. 
10. Dezember 1926. 

7 Hess-Weinstock-Shermann, J. of biol. Chem. 66, 148, 1925; 67, 413, 
1925. 


8 Deneus-Goetz, zit. nach Rosenheim. 
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fraktion ebenfalls im Filtrat gewonnen. UbermaBige Bestrahlung hebt 
die Vitaminbildung auf, wirkt also zerstérend auf Vitamin D (Heilbron- 
Kamm-Morton?),. 

Verschiedene Reaktionen (Shears? u.a.) zum qualitativen Nachweis 
von Vitamin D sind wohl unspezifisch, da sie auch fiir organische Peroxyde 
gelten (Moore-Willimott®, Rosenheim-Webster*). Nach den Angaben von 
Rosenheim, Hess, Bills, Me Donald u. a. ist fiir die Entstehung von 
Vitamin D die Anwesenheit der sekundaren Alkoholgruppe und von Doppel- 
bindungen im Cholesterinmolekiil maBgebend. Allerdings wird weiter 
behauptet, daB nur die Doppelbindungen hier von Bedeutung sind, nicht 
aber die Alkoholgruppe der Sterine (Bills). 

Die obigen Darlegungen méchte ich mit den Befunden in Zusammen- 
hang bringen, welche unlangst von mir beim Studium der katalytischen 
Eigenschaften und der Tautomerie von Cholesterin erhoben wurden 
(Remesow*). Es gelang mir zu zeigen, daB das Cholesterinmolekiil 
zwei tautomere Formen aufweisen muB, welche miteinander im Gleich- 
gewicht stehen. Die ultraviolette Bestrahlung bietet, wie es scheint, 
einen Weg, die beiden tautomeren Formen des Cholesterins voneinander 
zu trennen. Ich schrieb dem einen Tautomeren, das katalytisch unwirk- 
sam ist, ,,Enolform‘‘, dem anderen, welches katalytische Eigenschaften 
zeigt, ferner durch Digitonin nicht gefallt wird und einen Peroxydbau 
hat, ,,Ketoform* zu. 

Von diesen Vorstellungen ausgehend, scheint es méglich, die 
chemische Natur von Vitamin D und seine Entstehung naher zu klaren. 
Unter Einwirkung der ultravioletten Strahlen treten desmotropische 
Verainderungen des tautomeren Gleichgewichts von Cholesterin ein; 
es beginnt eine Umwandlung der Enolform in die aktive Ketoform. 
Dieser ProzeB entspricht einer Bildung des Vitamins D aus _ ,,Pro- 
vitamin. Bei langdauernder Bestrahlung geht Cholesterin in seine 
Oxyform, das Oxycholesterin, iiber, welches keine katalytischen Eigen- 
schaften mehr besitzt. Dementsprechend verliert ein solches iiber- 
bestrahltes Cholesterin seine vitaminogenen Eigenschaften. Aus diesen 
Uberlegungen folgt also, daB die katalytisch inaktive ,,Enolform‘ des 
Cholesterins mit dem sogenannten ,,Provitamin D“ identisch ist; die 
katalytisch wirksame ,,Ketoform‘*, oder Cholesterinperoxyd von Remesow, 
welches durch ultraviolette Bestrahlung aus der ,,Enolform‘ gebildet 
wird, entspricht dem eigentlichen ,,Vitamin D*. 

Damit erklart sich also die volle Ubereinstimmung der chemischen 
Eigenschaften des Vitamins D und des aktiven Ketotautomeren des 
Cholesterins. Ebenso klar erscheint dann auch der Mechanismus der 


1 Heilbron-Kamm-Morton, Biochem. J. 21, 78, 1927. 

2 Shears, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 28, 546, 1926. 

3 Moore-Willimott, Biochem. J. 21, 585, 1927. 

* Rosenheim-Webster, |. c. 

5 Remesow, diese Zeitschr. 248, 256, 1932; 249, 174, 1932. 
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Reaktion von Shears, dem der Peroxydbau des Vitamins D bzw. die 
Ketoform des Cholesterins zugrunde liegt. 

Auf Grund dieser Uberlegungen kann ich den Ansichten von 
Windaus und Hess u. a. nicht zustimmen, da8 das Ergosterin ein ,,Pro- 
vitamin D“ im iiblichen Sinne dieser Vorstellung ist. Mir scheint, daB 
es sich mehr um eine zufallige Ubereinstimmung, nicht aber um ein 
prinzipielles Bild handelt. Ich bin geneigt, die festgestellte Gleichheit 
der optischen Eigenschaften des Ergosterins und ,,Provitamins D‘ 
dadurch zu erklaren, da8 im Falle des Ergosterins Tanret es sich schon 
unter gewohnlichen Bedingungen um ein sehr labiles tautomeres Gleich- 
gewicht beider tautomerer Formen des Ergosterins handelt (Ungesattigt- 
keit, Dreibindungen-komplexe und leichte Oxydierung des Ergosterin- 
molekiils), so daB die Enolform des Ergosterins, ihren O,-Anlagerungs- 
méglichkeiten geméB, wohl den tautomeren Formen des Cholesterins 
nahesteht. 

Doch bleibt ungelést eine andere Frage, und zwar inwieweit die 
Spezifitat des Vitamins D, als eines Sterins, angenommen werden kann. 

Vielleicht sind tiberhaupt viele organische Peroxyde, die eine be- 
stimmte intramolekulare Gruppierung aufweisen, in gewissem Grade 
Trager der Eigenschaften eines ,,Vitamins D. Diese Frage, welche die 
chemische Natur von Vitamin D in ihren Grundlagen berihrt, verlangt 
natiirlich zu ihrer konkreten und klaren Lésung noch weitere Unter- 
suchungen in dieser Richtung. Ich méchte aber schon jetzt an meine 
Angaben (Remesow 1), welche die Identitat der Ketoform des Chole- 
sterins mit den ,,Oxydonen‘‘ von Battelli-Stern bestatigen, erinnern. 
Aus diesen Angaben folgte eine Unspezifitat der Phenolasen. 

Wenn man diese Daten mit obigen Uberlegungen verbindet, so 
gelangt man zu dem SchluB, daB das Ketotautomere des Cholesterins, 

‘ welches eigentlich einen organischen Katalysator darstellt, — gleichzeitig 
als eine Phenolase und als ein Vitamin D — fungiert. Durch diesen 
SchluB wird wohl die ganze Bedeutung und die Rolle des Cholesterins 
in ihrem vollen Umfang klar, andererseits erscheint aber die Spezifitat 
der chemischen Natur der Vitamine bzw. des Vitamins D und eben- 
falls der Enzyme bzw. der Phenolasen in einem neuen Lichte. 


Zusammenfassung. 


Es wird die Ansicht ausgesprochen, da8 das Vitamin D mit einer 
ketotautomeren Form des Cholesterins identisch ist, welche durch des- 
motropische Umwandlung unter der Wirkung der _ ultravioletten 
Strahlen aus einer inaktiven ,,Enolform’ des Cholesterins gebildet 
wird. Das sogenannte ,,Provitamin D“ wird als inaktive Enolform 


1 Remesow, diese Zeitschr. 248, 256, 1932; 249, 174, 1932. 
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des Cholesterins betrachtet. Die Vorstellung der Identitat (im chemischen 
Sinne) des Provitamins mit dem Ergosterin Janret wird abgelehnt; 
es handelt sich um zwei selbstandige Systeme. 

Die Entstehung des Vitamins D unter der Ultravioletteinwirkung 
kann durch folgendes Schema veranschaulicht werden: 


Cholesterin 


wets. (Kurzdauernd) 


eal r site a oe 


| Keto-tautomer | < | Enol-tautomer 
(aktive Form (inaktive Form 
| des Cholesterins) | des Cholesterins) | 
<— 


Vitamin D Provitamin D 


va 


Ultraviolett 






(Langdauernd) 


Oxycholesterin 
(inaktiv) 


Die prinzipielle Gleichheit des Ketocholesterins, des Vitamins D 
und der ,,Oxydonen* bzw. Oxydationsenzyme fiihrt zu der Annahme, 
daB die physiologische Wirkung des Vitamins D in engem Zusammen- 
hang mit der katalytischen Wirkung des Cholesterins, also mit den 
Reduktions-Oxydationsprozessen im Organismus, steht. 


36 * 


Ein Reduktions-indikator im Potentialbereich 
der Wasserstoffiiberspannung. 


Von 
L. Michaelis. 
(Aus dem Rockefeller Institute for Medical Research, New York.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1932.) 


Keiner der bisher bekannten reversibel reduzierbaren und oxy- 
dierbaren Farbstoffe hat ein Normalpotential, welches geniigend negativ 
wire, um die Reduktionsintensitét von Zellen unter anaeroben Bedin- 
gungen zu messen. In dieser Mitteilung soll der Versuch gemacht werden, 
diese Liicke auszufiillen, unter Benutzung einer noch wenig bekannten 
Farbstoffgruppe, von der zunachst ein Reprasentant beschrieben werden 
soll. Zum Unterschied von den anderen Indikatoren wird hier eine farb- 
lose Substanz durch die Reduktion in einen Farbstoff iibergefiihrt, 
wihrend sonst der Farbstoff durch die Reduktion entfarbt wird. 

Das Ausgangsmaterial ist yy’-Dipyridyl. Dieses wird am ein- 
fachsten nach Dimroth und Heene! durch Oxydation des von diesen 
Autoren beschriebenen Diacetyl- [tetrahydro-yy’-dipyridyl] dargestellt. 
Die Herstellung dieser Substanz nach Dimroth und Heene macht keine 

‘Schwierigkeit, ihre Oxydation dagegen ist ein etwas launischer ProzeB. 

Ich bevorzugte Mangandioxyd als Oxydationsmittel, und mitunter 
sind die Ausbeuten an yy’-Dipyridyl ausgezeichnet. Nachdem das 
Interesse fiir diese Substanz geweckt ist, wird es leicht sein, das Ver- 
fahren zu verbessern. 

Wenn yy’-Dipyridyl in leicht saurer Lésung mit Chromchloriir 
reduziert wird, entsteht ein tiefvioletter Farbstoff, welcher nach Dimroth 
und Frister® das Reduktionsniveau eines Chinhydrons hat. Der Farbstoff 
hat eine scharfe Bande mit dem Maximum um 597 wu. Benutzt man 
ein noch starkeres Reduktionsmittel, Zinkstaub, so geht die Reduktion 
iiber diese violette Stufe weiter zu einer farblosen Stufe. Die erste 
Stufe der Reduktion ist reversibel, die zweite irreversibel. 


1 Ber, 4, 2984, 1921. 
? Ber. 55, 3693, 1922. 
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Wenn man versucht, die Reduktion des yy’-Dipyridyls potentio- 
metrisch zu verfolgen, so erhalt man keine stabilen Potentiale, offenbar, 
weil das Potentialbereich im Gebiet der Wasserstoffiiberspannung liegt. 
Darum wird Dipyridyl auch nicht durch Wasserstoff + Palladium 
reduziert. In alkalischer Lésung ist es nicht méglich, den violetten 
Farbstoff zu erhalten. Daraus darf man schlieBen, daB dieser, an sich 
schon nicht sehr haltbare, violette Farbstoff nur in Form des Kations 
einigermaBen lebensfihig ist und als freie Base irreversibel sofort 
zerfallt. Wenn diese Anschauung richtig ist, so muB es gelingen, einen 
alkalibestandigen Farbstoff zu erhalten, wenn man statt des Dipyridyls 
selbst eine quaternare Base desselben benutzt. Diese sind ja so starke 
Basen, daB sie selbst in alkalischer Lésung noch ionisiert sind. Einige 
Reprasentanten dieser Kérperklasse sind von Emmert und Varenkamp' 
beschrieben worden. Da die Substanz fiir biologische Zwecke benutzt 
werden sollte, bemiihte ich mich, sie als Salz eines méglichst indifferenten 
Anions herzustellen und erhielt das Dimethyl-yy’-dipyridyliumchlorid 
in folgender Weise. 

0,5 g 77’-Dipyridyl werden mit 3ccm Dimethylsulfat kurz erhitzt, 
bis alles in Lésung gegangen ist. Nach dem Abkiihlen nimmt man die ge- 
triibte Lésung mit Wasser auf, entfernt das iiberschiissige Dimethylsulfat 
mit Ather und fallt das in der wasserigen Lésung befindliche Methylsulfoaat 
der Base mit Pikrinséure. Das schén kristallisierte Pikrat wird abgesaugt 
und in 200 cem Wasser + 50 cem konz. HC! bis zur Lésung erhitzt, dann 
noch warm mit Toluol und weiterhin wiederholt mit Ather ausgeschiittelt, 
bis alle Pikrinséure entfernt ist. Die Lésung wird abgedampft und der 
Riickstand in Methylalkohol gelést, Benzol zugesetzt und auf dem Dampf- 
bad so viel Methylalkohol verjagt, bis das Chlorid sich abzuscheiden beginnt. 
Es ist zuerst 6lig und kristallisiert dann in dicken Brocken. Diese werden 
umkristallisiert, indem man sie in Athylalkohol lést und eine passende 
Menge Benzol zusetzt. Das Salz kristallisiert in farblosen, seidenglinzenden 
Nadeln aus. Die Analyse (Dr. Elek) ergab: C 55,11 °,; H 5,70°,; N 11,07%; 
Cl 26,59°,. Berechnet fiir C,.H,,N,Cl,: C 56,25°,; H 5,47°%,; N 10,94°%; 
Cl 27,34°%,. . 

Wir méchten diese Koérperklasse als Viologene bezeichnen und haben 
die Darstellung des Methylviologens beschrieben. 


Der Erwartung gemaB gab diese Substanz bei der Reduktion 
den Farbstoff nicht nur in saurer, sondern selbst in ganz stark alkalischer 
Lésung. Als Reduktionsmittel kann man in alkalischer Lésung Natrium- 
hydrosulfit (Na,8,0,) benutzen. Die Farbe ist tiefblau und hat ihre 
Bande um 614 yu. 

Wenn Methylviologen in alkalischer Lésung potentiometrisch 
mit Hydrolsulfit titriert wird, so erhalt man gut reproduzierbare Po- 
tentialkurven, die Potentiale sind recht stabil, wenn auch nicht auf be- 


1 Ber. 55, 2322, 1922. 
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liebig lange Zeit. Die Analyse der Titrationskurve, welche an anderer 
Stelle zusammen mit HL. S. Hill beschrieben werden wird, ergab, dab 
das Normalpotential (Potential bei 50°, Reduktion) unabhingig vom 
pu ist (wie z. B. das des Systems Ferricyanid—-Ferrocyanid) und 
— 0,440 Volt bei 30°C, bezogen auf die Normalwasserstoffelektrode, 
betrigt. Die Titrationen konnten ebensogut bei py 8 wie 10 oder 13 
ausgefiihrt werden. Bei saurer Reaktion ist es nicht méglich, voll- 
standige Kurven zu erhalten, weil hier das Potentialbereich des Farb- 
stoffs das Wasserstoffpotential iiberschneidet. Aber man darf extra- 
polieren, daB das Normalpotential bei saurer Reaktion das gleiche ist. 
Bei pu7 ist fiir 30°C das Wasserstoffpotential = —- 0,42 Volt; das 
des Farbstoffs (— 0,44 Volt) ist daher schon etwas negativer, und bei 
z. B. pu = 4 ist das Farbstoffpotential um 0,24 Volt negativer als das 
des Wasserstoffs. 

Eine Erklirung fiir die Unabhangigkeit des Potentials vom py 
wird auf folgende Weise gefunden. Die Analyse der Titrationskurve 
zeigt, daB der Farbstoff sich von dem farblosen Viologen um ein einziges 
Oxydationsiquivalent unterscheidet und daB er die gleiche Molekular- 
gréBe hat. Es ist also kein Merichinon im Sinne von Willstdtter und 
Piccard, sondern ein radikalartiges Semichinon. Unter Benutzung 
der von Weitz und Fischer? auf ebullioskopischem, von mir*® auf potentio- 
metrischem Wege begriindeten Anschauungen kénnen wir folgende 
Formulierung aufstellen. 
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Ion der Ammoniumbase 
(zweiwertiges Kation). 


Ion des Farbstoffs 
(einwertiges Kation). 


Unter ¢ ist ein Elektron gemeint, welches oszillatorisch abwechselnd 
bald dem einen, bald dem anderen Stickstoff angehért. 


1 Ber. 41, 1458, 1908. 
2 Ber. 59, 422, 1926. 
3 J. Amer. Chem. Soc. 58, 2953, 1931. 
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Elektronenschale desjenigen N-Atoms, bei welchem im gegebenen 
Moment das Elektron fehlt, ist ein Septett; abwechselnd hat das eine 
und das andere N-Atom dieses Septett oder eine Liicke im Oktett. 
Man braucht sich nicht vorzustellen, daB das Elektron eine so grobe 
Strecke frei durch den Raum oszilliert. Besser stellt man sich die 
Situation so vor, daB das Septett ein Elektron von dem benachbarten 
C-Atom einsaugt usf., bis das andere N-Atom ein Septett hat, und nun 
kehrt sich der ProzeB um. Es ist mehr als verfiihrerisch, diese Oszillation 
mit dem Bandenspektrum in Zusammenhang zu bringen. 

Nach diesem Bilde unterscheidet sich die oxydierte und reduzierte 
Form nur um ein Elektron, nicht um ein ganzes H-Atom. Darum mui 
das Normalpotential vom py unabhangig sein. Beim nicht methylierten, 
einfachen yy’-Dipyridyl gilt die gleiche Uberlegung, wenn man CH; 
durch H’ ersetzt. Eine solche Molekelart existiert aber nur in saurer 
Lésung, wenn das Dipyridy] ionisiert ist. Dies erklart den Unterschied 
der einfachen Base von der methylierten. 


Uber die Einwirkung von Pankreatin auf Gelatineoberflichen. 


Von 
Max Bergmann und Folkard Fohr. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1932.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Ein Teilvorgang der Gerberbeize besteht in der Einwirkung pan- 
kreatischer Enzyme auf das Hautkollagen. Bei kinetischen Unter- 
suchungen tiber den Beizvorgang empfanden wir es als Nachteil, daB die 
gewachsenen Hautfasern von Tier zu Tier und von Hautstelle zu Haut- 
stelle ihre Beschaffenheit und damit ihre Oberflachenentwicklung andern 
und daB sich die Oberflache auch im Laufe jedes einzelnen Verdauungs- 
versuchs durch den Vorgang der Verdauung andert. Ahnlich ungiinstig 
liegen die Verhaltnisse bei der Verdauung eines jeden nativen, ungelésten 
Proteins. Fiir systematische Versuche tiber den Verlauf der Verdauung 
unléslicher Proteine ist es aber notwendig, iiber ein Protein von genau 
definierbarer und im Einzelversuch konstant zu haltender Oberflache 
zu verfiigen. Dieses Ziel erreichten wir durch Anwendung von Gelatine, 
die auf Glasunterlagen zu Folien von ganz bestimmter Dicke ausgegossen 
war. In der Gelatine haben wir eine stets gleichbleibende Menge eines 
Schwarzungskoérpers gleichmaBig verteilt. Dadurch waren wir in der 
Lage, den Verdauungsvorgang so zu verfolgen, daB wir die nicht geléste 
Gelatine auf optischem Wege bestimmten; denn bei der Verdauung 
wird zugleich mit der Gelatine eine entsprechende Menge Schwarzungs- 
kérper mitabgelést, und die Verringerung der Schwarzung ist ein direktes 
MaB fiir die Dickenabnahme der Gelatinefolie. 

Um die Messung der Schwarzungsabnahme durch die Verdauung 
méglichst einfach zu gestalten, haben wir uns aus der gleichen, mit 
Schwarzungskérper vermischten Gelatine einen 100 mm langen, 20 mm 
breiten Graukeil auf Glasunterlage gieBen lassen', der als bleibender 


! Die Herstellung der Gelatinefolien und des Graukeils nach Goldberg 
iibernahm auf unsere Bitte die Zeiss-Ikon A.-G., Dresden, der wir fiir ihr 
Entgegenkommen unseren verbindlichsten Dank sagen. 
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VergleichsmaBstab fiir die einzelnen Verdauungsversuche diente. 
Der Graukeil ist so eingerichtet, daB seine dunkelste Stelle an der einen 
Schmalseite liegt und genau die gleiche Gelatinedicke, also auch die 
gleiche Schwarzung hat wie die eigentlichen Versuchsstreifen. Von 
dieser dunkelsten Schmalseite aus nimmt der Keil nach der gegeniiber- 
liegenden Schmalseite gleichmaBig an Dicke und Schwarzung ab, so 
daB auf der gegeniiberliegenden Schmalseite die Dicke und Schwarzung 
Null erreicht werden. Will man nun eine Gelatinefolie nach einem 
Verdauungsversuch mit dem Graukeil vergleichen, so betrachtet man 
sie in einer besonderen Vorrichtung (s. Abb. 3, weiter unten) durch 
einen schmalen Beobachtungsschlitz und verschiebt den Graukeil 
so lange hinter dem Schlitz, bis man eine Stelle des Graukeils gefunden 
hat, die mit dem Versuchsstreifen die gleiche Schwarzung aufweist. 
Ihre Entfernung vom dunklen Ende des Graukeils in Millimeter gibt 
die Prozente der Gelatinefolie an, die wegverdaut sind. 


Wir haben bisher unsere Gelatinefolien benutzt zu Versuchen 
iiber den Verlauf der Gelatineverdauung, wobei uns besonders die 
Abhangigkeit des Verdauungsgrades von der Verdauungszeit und 
Fermentkonzentration interessiert hat. Wir sind uns dariiber klar, 
daB unser Verfahren zundchst nur iiber jenen Teil der Proteolyse 
Auskunft geben kann, der sich in der Ablésung der Gelatineober- 
flache ausdriickt. 

Zugleich méchten wir den EinfluB der EiweiBoberflache und der 
Quellbarkeit auf den Verlauf des Verdauungsvorganges erfassen. Wie- 
weit die mit Hilfe von Gelatine erhaltenen Ergebnisse auf andere 
EiweiBstoffe iibertragbar sind, soll uns dagegen erst in spaiteren Unter- 
suchungen beschaftigen. 

Als Verdauungsferment verwendeten wir ein kaufliches Trypsin 
Merck von 5000 Fuld-Gross-Einheiten. Die Gelatinefolien' haben wir 
trocken in die Verdauungsfliissigkeit eingebracht, da eine Vorquellung 
keine ins Gewicht fallende Beschleunigung oder Verzégerung der Ver- 
dauungsarbeit bewirkte?. 

Zunachst haben wir an den Gelatinefolien gepriift, ob das verdauende 
Ferment lediglich von der Oberflache aus arbeitet oder ob es befahigt 
ist, gemeinsam mit dem Quellungswasser in das Innere der Folie vor- 
zudringen und hier Verdauungsarbeit zu leisten. Wenn dies der Fall 
ware, so miiBte mit der Zeit die pro Zeiteinheit geleistete Verdauungs- 


’ Das Gelatinegewicht jeder Folie betrigt etwa 0,15 g. 

2 Kiirzlich haben M. Bergmann und G. Pojarlieff fiir die pankreatische 
Verdauung von gewachsenem Kollagen mitgeteilt, daB durch vorheriges 
Einweichen des Kollagens keine Beschleunigung der Verdauung erzielt' wird 
(diese Zeitschr. 249, 1, 1932). 
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arbeit anwachsen. Wir stellen in der Tabelle I einige Versuche zusammen, 
die den zeitlichen Verlauf des Verdauungsvorganges bei verschiedenen 
Fermentkonzentrationen wiedergeben. 


Tabelle I. 


Zeitlicher Verlauf der Verdauung bei 28° C. 
Fermentpraiparat: Kaufliches Trypsin (Merck) von 5000 Fuld-Gross- 








Einheiten. 
Keussutention Abbau in ° 9 nach Stunden 
des Ferments ‘ 
in %J» lig 1 lig 2 21 3 4 5 i 
0,04 — 14,5 — 38125 — 44 59,5 77,25 | 89,25 
{ — (|185 33,5 | 47 55,5 | 67,5 - _ 
0,09 10255 — 38,5 | 47,5 | 56,5 — — oe _ 
| 925/22 |38 |455 (8675; —| —| — | — 
0.16 11 31 45,25 61,25 7325 — — — — 
’ 14,75 | 30,25 43,5 61,25 75,25 — _ — 


Noch deutlicher geht der zeitliche Verlauf der Gelatineauflésung 
aus der Abb. 1 hervor. Man sieht, unter unseren Versuchsbedingungen 
verlauft die Auflésung der Gelatine mit sehr groBer Anniherung pro- 
portional der Verdauungszeit. Die einzelnen experimentell bestimmten 


























Verdauungswerte liegen fiir jede Fermentkonzentration ziemlich genau 
auf einer Geraden, die durch den Nullpunkt geht. Dies besagt nicht 
nur, daB die Zeit der Gelatineanquellung bei unseren Versuchen 
keine merkliche Rolle spielt, sondern, was fiir unsere Fragestellung 
wichtiger ist, daB in gleichen Zeitabschnitten gleich dicke Gelatine- 
schichten von der Oberfliche her abgebaut werden. Das verdauende 
Ferment kann also nicht mit solcher Geschwindigkeit in die Tiefe 
der Gelatinefolie vordringen, daB der Auflésungsvorgang mit fort- 


t 





~ 
Ca nt Latin ne aaa es lt shine Sic Sa 


Li eRe oma at abn 8 








1en, 
nen 


‘OSS - 


ung 
gen 
pro- 
iten 


nau 
icht 
hen 
ung 
ine- 
nde 
‘iefe 
ort- 





tern 





Ba tao BPP 





Einwirkung von Pankreatin auf Gelatineoberflichen 571 


schreitender Verdauungszeit eine Beschleunigung erfahrt. Weiter er- 
kennt man, da trotz der von uns gewahlten verhaltnismaBig niedrigen 
Versuchstemperatur die proteinatische Léslichmachung der Gelatine 
schon bei niedrigen Fermentkonzentrationen ziemlich schnell iiber 
80°, der angewandten Gelatine fortschreitet. Ahnlich wie bei den 
kiirzlich von M. Bergmann und G. Pojarlieff! mitgeteilten Versuchen 
an Kollagen macht sich hier eine Hemmung der Verdauung durch die 
Verdauungsprodukte zahlenmaBig nicht bemerkbar. 

Wenn man in Tabelle I oder Abb. 1 die Ergebnisse der Parallel- 
versuche miteinander vergleicht, so fallt die gute Ubereinstimmung 
der zueinander gehérenden Werte auf. Um die Genauigkeit unseres 
Verfahrens noch weiter zu priifen, haben wir besondere Vergleichs- 
versuche angestellt, bei welchen in neun separaten Versuchen an vier 
verschiedenen Tagen Gelatinestreifen mit 0,1°,igen Trypsinlésungen 
2 Stunden bei 28° verdaut wurden. Es wurden folgende prozentuale 
Aufhellungszahlen erhalten: 54,5, 53, 53,5, 53, 52, 51, 51, 51, 50°,. Die 
Abweichungen vom Mittelwert 52,1° nach oben und unten betragen 
weniger als 3 Einheiten. 

Nach diesen Ergebnissen glauben wir, eine Methode in Handen zu 
haben, die hinreichend genau ist, um die enzymatische Proteolyse zu- 
sammenhangender Oberflichen unter verschiedenen darauf wirkenden 
Einfliissen zu studieren. 

Aus Abb. ] ist nicht nur zu erkennen, daB der zeitliche Verlauf der 
Gelatineverdauung bei gleichbleibender OberflachengréBe fiir eine be- 
stimmte Fermentkonzentration durch eine Gerade wiederzugeben ist, 
sondern da fiir verschiedene Konzentrationen Geraden verschiedener 
Lage und verschiedener Steilheit vorhanden sind. Darin driickt sich 
eine gegenseitige Abhangigkeit von Fermentkonzentration und Gelatine- 
abbau aus, die wir in den Versuchen der Tabelle II noch etwas ein- 
gehender untersucht haben. 


Tabelie Il. 
Dauer 2 Stunden bei 28° C. 





Fermentkonzentration in °, . . 0,01 0,04 0,09 0,16 


0,25 0,36 
pea 155 (29 | 445 | 62257075, — 
Gelatineabbau in % -- > - - | 1525 3425 4725 62 7125 


Wir haben die Zahlen der Tabelle II auch noch derart in ein Ko- 
ordinatensystem eingetragen, daB wir in Abb. 2 als Ordinate den Ab- 
baugrad in Prozenten, als Abszisse die Wurzel der Fermentkonzen- 
trationen aufgetragen haben. Die Konzentrationsabbaukurve wird 
auf diese Weise eine Gerade. 


1 A.a. O. 
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Die in den Zahlenwerten der Tabellen I und II enthaltenen Be- 
ziehungen zwischen dem Abbaugrad x, der Fermentkonzentration F 
und der Zeit ¢ (bei bestimmter Temperatur) lassen sich durch folgende 
Formel wiedergeben: 


a =kt\F. (1) 


Die Konstante k& ist von der Beschaffenheit des Enzympriparates, 
von der Temperatur, von den Diffusionsverhaltnissen bei der Versuchs- 
anordnung (also vom Riihreffekt der Verdauungsapparatur) sowie 
von der urspriinglichen Dicke der Gelatinefolien abhangig. 


Arbeitet man bei konstanter Zeit, so wird aus Formel (1): 
a=8 7 F. (2) 


Die in Gleichung (2) niedergelegte Beziehung zwischen Abbaugrad 
und Fermentkonzentration erinnert an die bekannte Schiitzsche Regel, 
welche fiir die Pepsinverdauung von Eieralbumin aussagt, da die in 
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Abb. 2. 


bestimmten Zeiten verdauten EiweiBmengen den Quadratwurzeln 
der Pepsinmengen proportional sind. Schiitz hat ferner die Regel auf- 
gestellt, daB die durch eine gegebene Pepsinmenge verdauten Eiweib- 
mengen den Quadratwurzeln aus den Verdauungszeiten proportional 
sind. Aus unseren Versuchen und der Gleichung (1) ergibt sich dagegen, 
wenn wir die EiweiBkonzentration als gegeben und konstant einsetzen: 


z= k,t, (3) 


d.h. die verdauten EiweiBmengen sind den Verdauungszeiten direkt 
proportional. Wir vermuten, daB dieser Unterschied zum erheblichen Teil 
damit zusammenhangt, daB wir die EiweiBoberflache wahrend des 
Verdauungsversuchs konstant halten, wahrend bei den Schiitzschen 
Versuchen die Oberfliche der kolloiden FiweiBteilchen wahrend der 
Verdauung dauernd abnehmen diirfte. 
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SchlieBlich ergibt sich aus Gleichung (1) noch fiir die Beziehung 

von Zeit und Fermentkonzentration die folgende Gleichung: 
prions (4) 

\F 

Durch besondere Versuche haben wir uns iiberzeugt, dab wir 
richtig daran getan haben, in unsere Gleichungen als maBgebenden 
Faktor die Fermentkonzentration und nicht die absolute Fermentmenge 
einzusetzen. Als wir namlich in einer Versuchsreihe die Konzentration 
des Ferments konstant hielten, aber seine absolute Menge dadurch 
veranderten, daB wir verschiedene Volumina einer 0,02 °,igen Trypsin- 
lésung auf gleichgroBe Gelatinefolien wirken lieBen, bekamen wir die 
Abbauzahlen der Tabelle III. Demnach ist de: Abbaugrad abhangig 
von der Konzentration, nicht von der Menge des anwesenden Ferments. 
Da man aber einwenden kénnte, da8 mit der Anderung des Volumens 
der Fermentlésung die Riihrverhaltnisse der einzelnen Verdauungs- 
versuche eine uniibersichtliche Verinderung erfahren, haben wir diese 
méyliche Komplikation auf folgende Weise ausgeschaltet: Es wurde in 
allen Versuchen, die in der Tabelle LV wiedergegeben sind, das gleiche 
Volumen (50 ccm) einer 0,08- und einer 0,04°% igen Trypsinlésung 
angewandt. Ferner wurden in allen Versuchen gleichgroBe Glasplatten 
mit Gelatinefolie angewandt, um die Riihrverhaltnisse méglichst kon- 
stant zu halten; jedoch wurden von den Glasplatten wechselnde An- 


Tabelle III. 


Versuchsdauer 3'/, Stunden. Versuchstemperatur 28° C. 








—— ee von 
GQOS% mom....... 40 60 80 100 


Gefundener Abbau in % .. . 41 39 40 38 


} 


Tabelle IV. 


Versuchsdauer 2 Stunden. Versuchstemperatur 29° C. 





0,08 9/) Trypsin | 0,04 9/9 Trypsin 








Gelatineoberflache Abbau in %9 || Gelatineoberflache Abbau in °/o 
in qmm in qmm 
900 60 900 41,5 
800 | 40 
675 59,5 700 40 
600 42 
450 61,5 500 41 
400 39,5 
225 60 300 37,5 
200 41,5 


574 M. Bergmann u. F. Féhr: 


teile der Gelatinefolie durch Abkratzen vor dem Verdauungsversuch 
entfernt. 

Die Tabelle zeigt in iberzeugender Weise, daB bei gleichbleibender 
Fermentkonzentration der prozentuale Abbaugrad unabhangig ist vom 
absoluten Verhaltnis der Fermentmenge zur Gelatinemenge; denn auch 
bei stark abnehmender Menge der Gelatine bleibt bei gleichbleibender 
Fermentkonzentration der prozentuale EiweiB- 
abbau unter unseren Arbeitsbedingungen kon- 
stant. Das hei®t mit anderen Worten: Bei 
bestimmter Fermentkonzentration dringt das 
Ferment von der anfanglichen Gelatineober- 
fliche her in der Zeiteinheit eine ganz be- 
stimmte Strecke weit gelatineauflésend in die 
Tiefe vor, und die Tiefe dieses Vordringens hangt 
zwar von der Fermentkonzentration, aber 
nicht von der FlachengréBe der Gelatinefolie, 
also nicht von der Gelatinemenge ab. Dagegen 
ist die absolute Gelatinemenge, die aufgelést 
wird, direkt proportional der vom Ferment be- 
spiilten Gelatineoberflache, also — bei vor- 
geschriebener Dicke der Gelatinefliche und 
gegebener Fermentkonzentration — proportional 
der Gelatinemenge und unabhangig von der 
Fermentmenge. Wiirden wir die Gelatine nicht 
in Folienform, sondern als Pulver anwenden, 
so miiBte die absolute Gelatinemenge, die ver- 
daut wird, im Laufe des Verdauungsvorgangs 






































Abb. 3. mit der Abnahme der Oberfliche standig ab- 
v = Vergleichsgraukeil,  nehmen, ebenso der prozentuale Abbaugrad, 
+ F = Versuchsfolie, 


B = verstellbares Brett, | Wenn man ihn auf die urspriinglich vorhandene 
f dem Vergleichsgrau- : - P 
teil P and Skala S non.  Oelatinemenge bezige. Dagegen miiBte der 
tiert sind, A = Antrieb prozentuale Abbau standig zunehmen, wenn man 
zum Verstellen von 8B, ih f di * bet ff d Z it kt s ils 
Z= Zeiger, dessen Spitze iN aur die im retienden Zeitpunkt jewels 
auf die abzulesende Stelle yorhandene Gclatinemenge berechnen wiirde, 
der Skala hinweist, Sch “74: ® : ss . r . 
=» Sebo weil die Oberflache der Gelatinekérner im Verhalt- 
nis zum Gewicht der K6rner standig zunimmt. 
Wir deuten unsere Versuchsergebnisse dahin, daB die pankreatische 
Gelatineauflésung eingeleitet wird durch die Bildung einer Gelatine- 
fermentverbindung und daB wir durch Konstanthaltung der Gelatine- 
oberflache auch die Menge der vorhandenen Gelatinefermentverbindung 
praktisch konstant erhalten. Damit hangt der geradlinige Verlauf der 
Zeitkurven zusammen. Durch Erhéhung der Fermentkonzentration 


wird die Menge der Gelatinefermentverbindung erhéht und umgekehit. 
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Wir weisen ausdriicklich darauf hin, daB unsere Versuche ab- 
sichtlich ohne Zusatz von Puffern ausgefiihrt wurden, weil wir die 
Verhaltnisse unter Pufferzusatz getrennt untersuchen wollen. Bei 
den zuvor mitgeteilten Versuchen arbeiteten wir mit einem px 
zwischen 4 und 5. 

Bei dem weiteren Ausbau unseres Folienverfahrens werden wir 
auch priifen, inwieweit es als bequemes analytisches Verfahren zur 
Proteinase bestimmung brauchbar 
ist in Fortentwicklung des von 
Bergmann und Dietsche vorge- 
schlagenen optischen Bestim- 
mungsverfahrens!. 





Uber die apparative und 
experimentelle Seite unserer Ver- 
suche ist noch zu sagen, daB wir 
alle Verdauungsversuche in einem 
Wasserthermostaten mit Rihr- 
vorrichtung ausfiihrten. In dem 
Thermostaten war ein Gestell 
zur Aufnahme von zehn Reagens- 
glasern eingebaut, die 3,5 cm 
lichte Weite und 25cm Lange hatten. Das Reagensglasgestell war, 
wie aus Abb. 4 ersichtlich, so montiert, daB es durch einen Elektro- 
motor iiber ein Vorgelege mit Kurbelstange in dauernder gleichmaBiger 
Schaukelbewegung zu halten war. In der Schaukelvorrichtung ist iiber 
den Offnungen der Reagensglaser eine Querstange angebracht. An 
diese Stange hangen wir mit Hilfe von Drahten die Glasplatten mit den 
Gelatinefolien so auf, daB die Glasplatten mit ihrem unteren Ende 
etwa | cm tiber dem Boden der Reagensgliser enden. Durch die freie 
Aufhangung der Versuchsfolien bewegen sie sich wahrend der Schaukel- 
bewegung des Reagensglasgestelles innerhalb der Reagensgliser im 
Takt der Schaukelbewegung hin und her und sorgen so fiir lebhafte 
Rihrung der Fermentlésung. Der Rihreffekt ist abhangig vom Quer- 
schnitt der Glasstreifen, von der Amplitude ihrer Schwingbewegung, 
von dem Volumen der Fliissigkeit und von der Frequenz der Schwingung. 








Abb. 4. 


1 Im AnschluB an die Arbeit von O. Dietsche und mir hat Herr Ing. 
Paul Sors in Simontornya mir brieflich einige Vorschlage zur Verbesserung 
des damaligen Verfahrens geaéuBert, die sich teilweise mit den von Herrn 
F. Féhr und mir damals schon begonnenen weiteren Arbeiten deckten. 
Da Herr Sors die von ihm vorgeschlagenen Anderungen selbst ausgedacht 
hat, sie aber aus éuBeren Griinden nicht experimentell bearbeiten konnte, 
scheint mir dieser Hinweis am Platze. A 


M. Bergmann 
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Darum miissen diese Punkte in Versuchsserien stets gleichbleibend 
gewahlit werden. 

Ferner sind die Versuchsergebnisse abhangig von der Art, wie die 
Gelatinefolien nach dem Verdauungsversuch behandelt und getrocknet 
werden. Die Temperatur der Folie ist méglichst schnell auf Raum- 
temperatur herunterzudriicken und die iiberschiissige Fermentlésung 
auszuwaschen. Bekanntlich ist auch Dauer und Art der Trocknung 
von EinfluB auf die Schwarze derartiger Folien. Wir haben unsere 
Folien sofort nach Abbruch jedes Verdauungsversuchs in eine flache 
Blechrinne unter lebhaft flieBendes Leitungswasser von 14 bis 15° 
gebracht, haben sie nach 15 Minuten Wassern gut abtropfen lassen 
und dann im Exsikkator iiber Chlorcalcium getrocknet. Um den 
Trockenvorgang méglichst*zu beschleunigen, haben wir in dem Ex- 
sikkator direkt iiber die waagerechtliegenden Versuchsstreifen einen von 
auBen mit Elektromotor betriebenen Propeller zum Umtrieb der 
Trockenluft eingebaut. Nach vollstandigem Trocknen wurde jeder 
Versuchstreifen in dem weiter oben schon beschriebenen und aus Abb. 3 
ersichtlichen Komparator mit Hilfe des Standardgraukeils ausgemessen. 
Dabei wurde jeder Streifen zweimal in verschiedener Stellung gemessen. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir fiir 
die Gewahrung von Mitteln unseren ehrerbietigsten Dank aus. 
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Uber Kryptohimin. 
Von 
Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 5. Juli 1932.) 

Schiittelt man das Porphyrin des Bluthimins in salzsaurer Lésung 
mit Luft und belichtet, so entsteht ein Porphyrin von der spektralen 
Kigenschaft des Kryptoporphyrins!. Méglicherweise ist das beschriebene 
Kryptoporphyrin ein Kunstprodukt, das bei der Isolierung (Frak- 
tionierung mit Ather-Salzsiure) aus Blutporphyrin gebildet wurde. 


1 EF. Negelein, diese Zeitschr. 248, 243, 1932. 
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